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RESUMO

A meningite bacteriana ¢ uma grave infeccdo do sistema
nervoso central (SNC), caracterizada por uma intensa resposta
inflamatdria nas meninges e no espago subaracnodide. Esta inflamagéo
gera uma exacerbada resposta imune lesionando o tecido neuronal
causando prejuizos de aprendizagem e memdria. Estudos utilizando o
canabidiol (CBD), um composto ndo psicotropico derivado da Cannabis
sativa tém demonstrado seus efeitos benéficos em modelos pré-clinicos
de inflamacdo e leséo tecidual, incluindo o seu poder antioxidante e
propriedades anti-inflamatorias, protegendo neur6nios contra estimulos
neurotéxicos ou neurodegenerativos. O objetivo desse estudo &
demonstrar a agdo do CBD sobre os pardmetros inflamatorios e
comportamentais em ratos Wistar adultos submetidos ao modelo
experimental de meningite pneumocdcica. Os animais foram submetidos
a injecdo na cisterna magna de 10 pul de suspensdo bacteriana de
Streptococcus pneumoniae ou volume equivalente de liquido
cefalorraquidiano (LCR) artificial para o grupo controle. Para avaliagdo
dos niveis de fator de necrose tumoral alpha (TNF-), interleucina (IL)-
1B, IL-6, citocina quimiotatica indutora de neutréfilos-1 (CINC-1) e
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) os animais foram
divididos em controle, meningite/salina, meningite/CBD 2,5 mg/kg,
meningite/CBD 5 mg/kg e meningite/CBD 10 mg/kg e o CBD foi
administrado via intraperitoneal (i.p) imediatamente apds a inducéo da
meningite, seis horas apds a injecdo os animais foram mortos e o
hipocampo e cortex pré-frontal retirados. Para a avaliagdo
comportamental, 18 horas apds a indugdo foi iniciado o tratamento com
ceftriaxona e CBD. Para o teste de esquiva inibitoria os animais foram
divididos nos mesmos grupos acima descritos e receberam CBD uma
vez ao dia durante nove dias e para a realizagdo do teste de habituacéo
ao campo aberto e reconhecimento de objetos os animais foram
divididos em grupos controle, controle/CBD 10 mg/kg, meningite/salina
e meningite/CBD 10 mg/kg e receberam CBD uma vez ao dia durante
nove dias. No décimo dia apés a inducéo os animais foram mortos e as
estruturas cerebrais hipocampo e cértex pré-frontal retiradas para
dosagens de TNF-a ¢ BDNF. Os niveis de TNF-o ¢ CINC-1 foram
aumentados em todos 0s grupos meningites tratados ou ndo com CBD
comparado ao grupo controle no hipocampo e no cértex pré-frontal. Os
niveis de IL-1p, IL-6 e BDNF néo apresentaram diferenca significativa
entre os grupos. Nos testes comportamentais de esquiva inibitdria,






habituacdo ao campo aberto e reconhecimento de objetos os animais que
receberam tratamento com 10 mg/kg de CBD demonstraram prevencéo
no dano de memoéria e aprendizado, ambos encontrados no grupo
meningite. Os niveis de TNF-a foram diminuidos 10 dias apds a indugdo
nos grupos meningite tratados com as diferentes doses de CBD em
comparagdo com 0 grupo meningite que ndo recebeu tratamento no
cortex pré-frontal e os niveis de BDNF foram aumentados nos mesmos
grupos. No hipocampo os niveis de TNFa e BDNF ndo apresentaram
alteracBes. Estes resultados demonstram que o tratamento com CBD
desempenha um papel anti-inflamatério na meningite pneumocdcica e
previne danos cognitivos, possivelmente representando uma nova
abordagem farmacoldgica no tratamento dessa grave infeccdo do SNC.

Palavras chaves: Meningite pneumocdcica, Streptococcus pneumoniae,
canabidiol, citocinas, memodria.






ABSTRACT

Bacterial meningitis is a serious infection of the central nervous system
(CNS) characterized by an intense inflammatory response in the
meninges and the subarachnoid space. This inflammation generates an
exaggerated immune response injuring the neuronal tissue causing
learning and memory damage. Studies using cannabidiol (CBD) a
cannabinoid compound, non-psychotropic derived from Cannabis sativa
have shown beneficial effects in preclinical models of inflammation and
tissue injury, including their antioxidant properties and anti-
inflammatory properties acting in protecting neurons before neurotoxic
or neurodegenerative stimuli. The aim of this study is to demonstrate the
action of the CBD on inflammatory and behavioral parameters in adult
Wistar rats underwent experimental model of pneumococcal meningitis.
The animals were subjected to an injection into the cistern magna of 10
pL of bacterial suspension of Streptococcus pneumoniae or equivalent
volume of cerebrospinal fluid (CSF) artificial for the control group. For
review of the tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin (IL)-1p,
IL-6, cytokine-induced neurotrophil chemoattractant type 1 (CINC-1)
and brain derived neurotrophic factor (BDNF) levels, CBD was
administered intraperitoneally (i.p) immediately after induction of
meningitis in doses of 2.5 mg/kg, 5 mg/kg and 10 mg/kg, six hours after
the injection the animals were Killed and the hippocampus and
prefrontal cortex removed. For behavioral analysis, 18 hours after
induction treatment was initiated with ceftriaxone and CBD for
inhibitory avoidance test, animals received varying doses of CBD, 2.5
mg/kg, 5 mg/kg and 10 mg/kg one once daily for nine days and for
carrying out the behavioral tests of habituation to the open and
inhibitory avoidance animals received 10 mg/kg CBD once daily for
nine days. On the tenth day after the behavioral tests, the animals were
killed and the brain structures hippocampus and prefrontal cortex
removed at dosages of TNF-a and BDNF. The levels of TNF-a and
CINC-1 were increased in all treated groups with or without meningitis
CBD compared to the control group in hippocampus and prefrontal
cortex. IL-1p levels, IL-6 and BDNF showed no significant difference
between groups. In behavioral testing inhibitory avoidance, habituation
to the open field and object recognition animals that were treated with
10 mg/kg CBD have shown prevention in the learning and memory
damages both found in meningitis group. TNF-a levels were reduced 10
days after the induction in meningitis groups treated with different doses
of CBD compared with meningitis group that received no treatment in






the prefrontal cortex and BDNF levels were increased in the same
groups in TNF and hippocampal BDNF levels showed no change. These
results demonstrate that treatment with CBD has an anti-inflammatory
role for pneumococcal meningitis and preventing cognitive
impairments, possibly representing a new pharmacological approach to
the treatment of this serious infection of the CNS.

Keywords: Pneumococcal meningitis, Streptococcus pneumoniae,
cannabidiol, cytokine, memory.
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1 INTRODUCAO

1.1 MENINGITE

A meningite é uma doenca inflamatéria que envolve as meninges
e 0 espaco subaracnéide e clinicamente se manifesta com dor de cabeca
e rigidez de nuca e € diagnosticada em pacientes por exame no liquido
cefalorraquidiano (LCR) (Richie e Josephson, 2015). As meninges mais
afetadas sdo a pia-mater e a aracndide podendo resultar em danos nas
estruturas corticais e subcorticais do cerebro (Meli et al., 2002). A
meningite bacteriana induz uma resposta inflamatéria sistémica distinta
gue tem sido bem descrita em humanos e em modelos experimentais
utilizando animais (Morichi et al., 2013). Esta inflamacdo gera uma
exacerbada resposta imune que lesiona o tecido neuronal causando
prejuizos de aprendizagem e meméria (Van De Beek et al., 2002;
Irazuzta et al., 2005; Barichello et al., 2010a).

A meningite bacteriana possui alta taxa de mortalidade e
morbidade em adultos, criancas e recém-nascidos, que variam de acordo
com as condi¢Bes socioecondmicas, estado imunologico, localizagéo
geografica e o agente patogénico (Kim, 2010; Mcintyre et al., 2012).
Além disso, sequelas neuroldgicas sdo relativamente comuns nos
sobreviventes de meningite bacteriana, incluindo déficit sensorio motor,
convulsdes, prejuizos no aprendizado e na memdria, déficit de atencéo,
lentiddo de resposta auditiva e cegueira (Gianinazzi et al., 2004;
Hoogman et al., 2007).

Dados de avaliagdes histopatoldgicas em humanos demonstraram
que os danos ao parénquima cerebral na meningite podem ser causados
por um aumento na pressdo intracraniana, edema citotoxico e
vasogénico, herniacdo cerebral e infiltracdo local de leucécitos ou
formagdo de abscessos, assim como pela necrose cortical e perda
neuronal hipocampal (Grandgirard et al., 2007a; Mook-Kanamori et al.,
2011).

A falta de uniformidade nos danos ocasionados gera uma
dificuldade para avaliar a severidade e o grau dos prejuizos neuronais,
dificultando a quantificacdo dos danos cerebrais, especialmente em
periodos imediatamente apo6s a lesdo, criando obstaculos para novas
terapias eficazes no tratamento da meningite bacteriana (Sellner et al.,
2010).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

Estimativas apontam aproximadamente 1,2 milhGes de casos de
meningite, sendo responsavel por um nimero estimado de 171.000
mortes no mundo a cada ano (Ceyhan et al., 2008). Apesar do aumento
da disponibilidade antimicrobiana e de cuidados intensivos a meningite
bacteriana continua sendo uma significativa causa de morbidade e
mortalidade, apresentando uma taxa de mortalidade de 20-30%
(Brouwer et al., 2010). Aproximadamente 50% dos sobreviventes
apresentam graves distirbios neurol6gicos e neuropsicoldgicos, sendo
evidenciada associagdo, inclusive, com doencas psiquiatricas como
psicose e esquizofrenia (Abrahao et al., 2005). Na populacéo em geral, a
taxa de colonizacdo é em torno de 4% (Regev-Yochay et al., 2004).

A incidéncia de meningite depende de varios fatores, tais como a
faixa etéria, a cobertura vacinal e outras condi¢des predisponentes, por
exemplo, imunodeficiéncias especificas (Mcintyre et al., 2012). Na
Inglaterra e Pais de Gales, Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae,  Streptococcus agalactiae, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus foram os patdégenos mais prevalentes causando
meningite bacteriana entre 2004 e 2011 (Okike et al., 2014).

Os principais agentes etioldgicos da meningite bacteriana no
Brasil sdo Neisseria meningitidis (28%), S. pneumoniae (16%) e
Haemophilus influenzae tipo b (2%), outras bactérias (23%) e bactéria
ndo especificada (31%) (Brasil, 2014).

Segundo o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(SINAN) no Brasil, em 2014, foram confirmados 17.434 casos de
meningites. Do total de casos, 34% (n = 5.848) foram registrados como
etiologia bacteriana, e destas 16% dos casos foram confirmadas como
sendo meningite pneumocdcica (n = 947) (SVS, 2014).

Nos Estados Unidos, dados revelaram uma incidéncia anual de
meningite bacteriana de 3 a 6 casos, na Franca de 2,23 casos todos por
100.000 habitantes (Honda e Warren, 2009; Varon, 2009). Infelizmente,
a mortalidade e morbidade da meningite apresenta elevado custo
hospitalar. Nos Estados Unidos, a meningite responde por cerca de U$
72 mil em internacfes e até U$ 1,2 bilhdes em custos hospitalares
anualmente (Honda e Warren, 2009).

A incidéncia da meningite bacteriana é maior nos paises com
baixa renda do que em paises desenvolvidos, sendo a taxa de letalidade
de 4,5% em paises desenvolvidos e de 15 a 50% em paises com baixa
renda (Brandt, 2010). Aproximadamente 430 milhdes de pessoas vivem
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na area conhecida como cinturdo da meningite, na Africa subsaariana,
gue abrange desde o Senegal até Etiopia. Mesmo com o tratamento com
antimicrobianos adequados, cerca de 10% dos pacientes morrem e até
20% ficam com sequelas definitivas, como perda auditiva e danos
cerebrais (Brouwer et al., 2010).

1.3 MECANISMOS DE PATOGENICIDADE DO PNEUMOCOCO

O S. pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva que pode ser
encontrada como um organismo comensal do trato respiratério superior
(Martner et al., 2008), sendo a principal causa mundial de pneumonia,
bacteremia, otite média e meningite (Harvey et al., 2014) e é o agente
patogénico que com maior frequéncia leva a morte ou a déficits
neurolégicos de longa duracdo em comparagdo com outros patégenos
causadores de meningite bacteriana, sendo, dano cognitivo (6,3%),
doencas convulsivas (3,7%), perda auditiva (11,2%), déficits motores
(8,7%) e alteragbes comportamentais (6,8%) as deficiéncias mais
frequentes (Edmond et al., 2010).

Sao conhecidos 93 sorotipos de S. pneumoniae identificados de
acordo com a composicdo de seus polissacarideos capsulares. Diferentes
sorotipos podem ter diferentes taxas de viruléncia, porcentagem de
manifestacdo de doenga invasiva em grupos etarios diversos e
distribuicdo geografica (Jauneikaite et al., 2012).

Para que ocorra a colonizacdo na nasofaringe e posterior invasao
e disseminacdo das vias respiratérias inferiores sdo necessarias a
expressdo e a interacdo particular dos fatores de viruléncia com as
células receptoras do hospedeiro (Mook-Kanamori et al., 2011), e
guando o micro-organismo alcanca a corrente sanguinea pode ocasionar
bacteremia, chegando ao sistema nervoso central (SNC) (Ostergaard et
al., 2004). Os agentes patogénicos podem infectar o SNC durante a
bacteremia ou mais frequentemente ganham acesso direto durante os
processos inflamatérios em estruturas adjacentes, por exemplo, 50% de
adultos com sinais de meningite pneumocdcica tinham sinais de sinusite
ou otite (Kastenbauer e Pfister, 2003).

As infecgbes pneumocdcicas sdo mais frequentes nos extremos de
idade com existéncia de condicbes consideradas predisponentes como a
asplenia anatdbmica ou funcional, imunodeficiéncia congénita ou
adquirida, desnutricdo, sindrome nefrotica, insuficiéncia renal cronica,
transplante de O6rgédos, diabetes mellitus, doenca pulmonar cronica,
insuficiéncia cardiaca congestiva, alcoolismo, hepatopatia cronica,
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talassemia, pacientes com fistula liquérica, entre outras (Mook-
Kanamori et al., 2011).

O crescimento global e continuo de cepas resistentes aos
antimicrobianos transformou-se em um dos maiores desafios associados
a este agente (Cottagnoud e Tauber, 2004). A S. pneumoniae possui
varios mecanismos de patogenecidade, como capsula de polissacarideo,
pneumolisina, hialuronidase, lipoproteinas e proteinas de superficie
(Mitchell et al., 2010).

A cépsula de polissacarideo €, considerada como o fator de
viruléncia mais importante do pneumococo, exercendo atividade
antifagocitaria, ja que impede a célula bacteriana de interagir com o0s
receptores das células fagocitarias do hospedeiro, mantendo o micro-
organismo fora da célula (Tortora et al., 2012). A capsula também ¢
crucial para a colonizagdo, impede a remocdo mecénica pelo muco
(Nelson et al., 2007), e também restringe a autolise e pode reduzir a
exposicdo a antibiéticos (Van Der Poll e Opal, 2009; Tortora et al.,
2012).

A pneumolisina € uma toxina expressa por quase todas as cepas
invasivas do S. pneumoniae, sendo responsavel por acles citotdxicas e
pré-inflamatorias, diminuicdo do batimento ciliar epitelial, ativacdo do
sistema complemento, apoptose de células do hospedeiro e citolise
(Mook-Kanamori et al., 2011). Essa toxina possui a capacidade de ligar-
se a membrana do colesterol das células e formar grandes poros e
destruindo, assim, a integridade da membrana e levando a morte celular
(Tortora et al.,, 2012). O papel da pneumolisina na patogénese de
infeccdes tem sido estudado em modelo animal usando pneumococos
em que o gene para a toxina foi suprimido (Mitchell e Mitchell, 2010).
As primeiras experiéncias com estirpes knouckout para pneumolisina
mostraram que a falta da toxina reduz a viruléncia do micro-organismo
nas vias de infeccdo intranasal e sistémica (Berry et al., 1989).

Algumas exoglicosidases (por exemplo: neuraminidase A, -
galactosidase A e neuraminidase B) sdo conhecidas por estarem
envolvidas na interacdo das adesinas com o tecido glicoconjugado do
hospedeiro (King et al., 2006) e por quebrarem o muco, diminuindo sua
viscosidade e impedindo o seu aprisionamento (Mook-Kanamori et al.,
2011). A clivagem do é&cido n-acetilneuraminico de glicolipideos,
lipoproteinas e oligossacarideos nas superficies das células e em fluidos
corporais pela neuraminidase, pode causar danos diretos ao hospedeiro
(Mitchell e Mitchell, 2010).

Enzimas como  N-acetilglucosamina-deacetilase e  O-
acetiltransferase geram resisténcia a lisozima secretada pelo hospedeiro
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(Sellner et al., 2010). A producdo de imunoglobulina A protease (IgA1)
guebra as moléculas de IgA secretadas impedindo a sua opsoniza¢do
(Price e Camilli, 2009). O peroxido de hidrogénio produzido pelo S.
pneumoniae também pode ser fator causador de estresse oxidativo
tissular (Tortora et al., 2012). Diversas proteinas como a PspC
encontram-se na parede celular e tem a capacidade de ligar-se ao
componente C3b, prevenindo a opsonizagdo (Mook-Kanamori et al.,
2011). A producéo de biofilme pelo pneumococo foi estudada por
Moscoso e colaboradores e parece ser mais uma estratégia utilizada pelo
micro-organismo criando um meio ambiente protegido que impede a
acdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro (Moscoso et al., 2009).

1.4 FISIOPATOLOGIA DA MENIGITE BACTERIANA

A invasdo neurolégica bacteriana pode ocorrer tanto no contexto
da doenca sistémica apds disseminacdo pela corrente sanguinea ou por
extensdo de uma sinusite ou otite. A invasdo bacteriana do SNC também
é possivel através de infeccbes locais, ma formacdo na dura-mater, apés
neurocirurgia ou trauma cranio-cervical (Sellner et al., 2010).

Apos a utilizagdo de seus diversos mecanismos de viruléncia para
burlar as barreiras naturais do hospedeiro, 0 pneumococo prende-se ao
epitélio da nasofaringe através da ligacdo da fosforilcolina ao fator de
ativacdo de plaquetas (PAF) ou pela ligacdo da proteina ligadora de
colina com o receptor epitelial polimérico de imunoglobulina,
posteriormente, a bactéria atravessa o0 endotélio por mecanismos inter e
pericelular (Mook-Kanamori et al., 2011).

No SNC, o pneumococo novamente pode utilizar-se da interagdo
entre a fosforilcolina da sua parede celular com o receptor PAF,
atravessando a barreira hemetoencefalica (BHE) através do mecanismo
transcelular ou causando o rompimento das jungdes apertadas e
atravessando por via intercelular (Barichello et al., 2012b). Apds a
invasdo do SNC, S. pneumoniae multiplica-se rapidamente e a0 mesmo
tempo ocorre lise bacteriana, liberando produtos bacterianos como acido
lipoteicoico, pneumolisina e outros fragmentos da parede celular
(Mook-Kanamori et al., 2011; Barichello et al., 2012b). Esses produtos
bacterianos, conhecidos como padrGes moleculares associados a
patégenos (PAMPSs) (Sellner et al., 2010), sdo reconhecidos pelas
células do sistema imune inato (Annane et al., 2005). Os PAMPs séo
reconhecidos por trés familias de receptores especificos de
reconhecimento padrdo (PRRs), os receptores Toll-likes (TLRs), 0s
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adaptadores de proteinas intracelulares conhecidas como dominio de
oligomerizacdo de ligacdo de nucleotideos (NOD) e as proteinas de
reconhecimento de peptideoglicanos presentes na superficie das células
hospedeiras (Savva e Roger, 2013).

Apo6s o reconhecimentos dos PAMPs, inicia-se a sinaliza¢do
intracelular, através da transmisséo de sinal do dominio citoplasmatico
do TLR, denominado receptor de dominio homdlogo Toll-IL-1 (TIR),
para o receptor de interleucina-1 associado a quinase 4 (IRAK-4), sendo
este ativado (Cohen, 2002). A ativacdo de IRAK-4 é facilitada pela
proteina de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88). O IRAK-4 que
estimula entdo, o fator associado ao fator de necrose tumoral (TRAF) e,
por conseguinte, o fator associado ao fator de necrose tumoral quinase
(TRAK) (Annane et al., 2005). Como resultado, o fator de transcrigdo
nuclear kappa B (NF-kB) é liberado e, se desloca para o nucleo da
célula. As acBes do NF-kB incluem ligacdo ao DNA, ativando assim
centenas de genes especificos que promovem a expressdo génica de
moléculas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) e a interleucina (IL) 1B ¢ também moléculas anti-inflamatdrias
como a IL-10 (Zingarelli, 2005) (figura 1).
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Figura 1: Fisiopatologia do S. pneumoniae no SNC: aderéncia, invasdo e resposta
do hospedeiro adaptado de Barichello et al., 2012.

Devido a produgdo de citocinas, leucécitos polimorfonucleares
sdo atraidos e ativados e, consequentemente, grandes quantidades de
espécies reativas ao oxigénio (ERO) sdo produzidas (Kastenbauer et al.,
2002). Um sulfatado de glicoproteinas presente na superficie dos
leucdcitos chamado, sialil-Lewis™ liga-se as selectinas P e E das células
endoteliais. Esta ligacdo torna-se mais forte quando CXCL-8 liga-se ao
seu receptor especifico nos neutrofilos. As citocinas pré-inflamatorias,
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como 0 TNF-a, também sdo necessarias para induzir a expressao de
moléculas de adesdo ICAM-1 e ICAM-2. A ligacdo entre as células
endoteliais e ICAM-1 permite a passagem de neutréfilos em diregéo ao
gradiente de substancias quimioatraentes (Hanna e Etzioni, 2012). Isso
leva a formacdo de estresse oxidativo, producéo e liberacdo de citocinas
e quimiocinas, aumento da ativacdo de neutrdfilos, peroxidacéo lipidica,
danos ao DNA, nitracdo de tirosina, a ativacdo de metaloproteinases de
matriz e producdo de prostaglandina (Klein et al., 2006) (figura 2).
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Figura 2: Migragéo de leucdcitos, adaptado de Barichello et al., 2013.

1.5 CITOCINAS E QUIMIOCINAS

As citocinas sdo pequenas proteinas liberadas por varias células
como macrofagos, neutréfilos, leucécitos, microglias e astrdcitos,
geralmente em resposta a um estimulo ativador e induzem respostas por
meio da ligagdo a receptores exclusivos (Mook-Kanamori et al., 2011).
Além disso, podem atuar de forma autdcrina, afetando o desempenho
das células que liberam as citocinas, ou de forma paracrina, afetando o
comportamento das células adjacentes. Algumas citocinas séo
suficientemente estaveis para agir de maneira enddcrina, afetando o
comportamento de células distantes, embora isso dependa de sua
habilidade de penetrar na circulacdo e de sua meia-vida sanguinea
(Janeway e Travers, 2014).
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A proliferacdo de bactérias no interior do espago subaracnéide
estimula a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas
(Tortora et al., 2012). Muitas células do cérebro, tais como células
endoteliais, células gliais e macrofagos podem produzir TNF-a, IL-1f €
IL-6 em resposta a estimulos bacterianos (Sellner et al., 2010). Em
condicdes patoldgicas, como inflamacBes agudas, crbnicas ou dano
tecidual, o sistema imune é ativado e ocorre um aumento da producdo de
macréfagos e liberagcdo de citocinas, como TNF-a, IL-1B e IL-6
(Janeway e Travers, 2014).

O TNF-a é uma citocina importante na resposta pro-inflamatoria
precoce e € considerada uma molécula pro-inflamatéria que aumenta a
resposta imune para acelerar a eliminacdo do patégeno e uma melhor
eficacia do processo inflamatério (Sellner et al., 2010). O aumento dos
niveis de TNF-a estdo relacionados a perturbacdes na BHE e sequelas
neurolégicas em pacientes com meningite (Barichello et al., 2012a). O
TNF-o. possui diversos efeitos, incluindo citotoxicidade, atividade
antiviral e ativacdo do fator de transcrigdo e regulacdo da resposta
imune. Além disso, 0 TNF-o estimula a liberagdo de IL-1p no SNC, o
gue também é essencial para a producdo de IL-6 (Janeway e Travers,
2014).

As citocinas, TNF-a ¢ IL-1B, agem no endotélio celular para
induzir a expressdo de moléculas de adeséo que desaceleram leucécitos
circulantes e fazendo se aderirem & parede vascular (Izadpanah et al.,
2014). Em paralelo, TNF-a e IL-1B, também estimulam macrofagos e
células endoteliais dos tecidos a expressar quimiocinas que atraem
leucdcitos para o local da lesdo ou infecgdo (Zingarelli, 2005).

A IL-1B é uma citocina pré-inflamatéria com a capacidade de
induzir grande quantidade de genes geralmente ndo expressos em
estados normais de salde, e aumenta a expressdo de outras citocinas,
tais como o TNF-a, IL-6 e quimiocinas bem como moléculas de adesao
(Janeway e Travers, 2014). Essa citocina age como estimulante de
medula éssea aumentando o nimero de células progenitoras mieldides e
promovendo a liberacdo de neutrofilos, resultando em neutrofilia
(Dinarello, 2005).

A IL-6 é uma proteina pro-inflamatéria produzida durante a
resposta de fase aguda a estimulos, como trauma, insulto cirargico ou
infeccdo (Rincon, 2012). A IL-6 é responsavel pelo estimulo da sintese
de horménio adrenocorticotréfico na glandula pituitaria, induz a sintese
de fator de crescimento do nervo (Janeway e Travers, 2014), podendo
também regular o crescimento e desenvolvimento de células
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hematopoiéticas e células-tronco embrionarias (Song e Kellum, 2005).
A expressao de IL-6 no SNC é necessaria para a resposta da febre apos
injecdo periférica de lipopolissacarideo (LPS) ou IL-1p (Takahashi et
al., 2014), também sendo responsavel pela astrogliose e ativacdo da
microglia (Rincon, 2012).

A citocina quimiotatica indutora de neutrofilos-1 (CINC-1) é uma
quimiocina envolvida no recrutamento de neutréfilos para o SNC e esta
implicada na filtracdo de células inflamatérias para o parénquima
cerebral, podendo também atuar como uma proteina de fase aguda apés
dano cerebral (Janeway e Travers, 2014). A quimiocina CINC-1 é para o
rato o0 equivalente a citocina IL-8 para humanos, a IL-8 esta envolvida
na regulacdo e crescimento em seres humanos, e sua elevada expresséo
esta associada a uma gama de doencas inflamatdrias (Abdelmoez et al.,
2014).

Uma lesdo aguda no cérebro, como traumatismo ou insulto
isquémico resulta em uma resposta inflamatéria aguda (Del Zoppo et al.,
2000), e os componentes desta resposta inflamatéria, incluem o
recrutamento de leucdcitos e a liberacdo de mediadores inflamatérios
para o local, que pode exacerbar a lesdo cerebral (Janeway e Travers,
2014). As citocinas, como IL-1B, podem induzir a degeneracdo em
neurbnios comprometidos pela lesdo inicial (Maxeiner et al., 2014). A
elevada expressdo das proteinas CINC-1 também foi avaliada no SNC
de roedores (Barichello et al., 2012d), bem como, em acidente vascular
cerebral e na periferia em resposta a lesdo aguda e cronica (Yamada et
al., 2000) (figura 3).
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Figura 3: Representacdo das principais citocinas secretadas pelos macr6fagos em
resposta a produtos bacterianos. Adaptada de Janeway e Travers 2014.

1.6 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF)

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é um membro
das neurotrofinas e o mais difundido fator de crescimento no cérebro,
exercendo efeitos na transmissdo sinaptica, estimulacdo neurogénica e
parece estar envolvido em processos de plasticidade sinaptica. O
hipocampo é descrito como um importante sitio de acdo do BDNF
(Binder e Scharfman, 2004).

Essa neurotrofina vem sendo pesquisada em diversas doencas
neurodegenerativas e psiquiatricas, pois desempenha um papel
fundamental na plasticidade neuronal e memdria, modula os principais
processos dependentes de estimulo externo, isto é, aprendizado,
experiéncias e memorias (Frey et al., 2006a). E uma proteina
responsavel pelo processo de neurogénese, atua na capacidade que o
SNC possui em modificar algumas das suas propriedades morfol6gicas e
funcionais em resposta a altera¢bes, incluindo influéncia do meio
ambiente, estado emocional, nivel cognitivo (Huang et al., 2008; Sen et
al., 2008).
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Em um estudo de Barichello e colaboradores (2010) foi
evidenciado uma correlagcdo entre os baixos niveis de BDNF e a
presenca de déficits comportamentais em animais submetidos a
meningite neonatal (Barichello et al., 2010a).

A utilizacdo de BDNF exdgeno mostrou ser eficaz na
neuroprotecdo em ratos submetidos & meningite bacteriana
experimental, sendo postulado que este mediador poderia estar
envolvido na homeostase do céalcio neuronal, na prevencdo da morte
celular pela modulagdo de ERO e por apoptose (Li et al., 2007).

1.7 CANABIDIOL

Os canabindides sdo componentes da planta Cannabis sativa
conhecidos por sua potente acdo anti-inflamatéria, imunomoduladora e
analgésica através da ativacdo de receptores localizados no SNC e em
células do sistema imune. A caracterizagcdo quimica dos principais
canabindides, A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC) e canabidiol (CBD),
presentes nesta planta pelo grupo de Mechoulam na década de 1960
originou a primeira onda de interesse cientifico nestes compostos (Gaoni
e Mechoulam, 1964).

O CBD ¢ o principal componente ndo psicotropico da planta C.
sativa, constituindo até 40% do seu extrato. Com a descoberta do
sistema endocanabindide no inicio de 1990 (Devane, 1994) houve um
interesse renovado no CBD, com o ndmero de estudos crescendo
exponencialmente desde entdo (Campos et al., 2012) devido a
descoberta de sua atividade antioxidante, anti-inflamatéria (Saito et al.,
2012; Mecha et al., 2013) e neuroprotetora (1zzo et al., 2009) (figura 4).

O CBD pode exercer acdo terapéutica em diversas condi¢bes que
envolvem inflamacdo e estresse oxidativo, incluindo doenga de
Parkinson, diabetes, artrite reumatdide, Alzheimer e a lesdo de
isquemia-reperfusdo (Booz, 2011). Alguns autores sugerem que este
composto é um dos candidatos mais promissores na terapéutica numa
vasta gama de doengas (lzzo et al., 2009; Hill et al., 2012) O CBD
diminuiu a produgdo de citocinas inflamatérias e a ativacdo de células
microgliais em modelo animal de esclerose multipla e cultura de células
da microglia, respectivamente (Kozela et al., 2010; Kozela et al., 2011)
e também preservou a circulacdo cerebral em modelo de isquemia em
camundongos e atenuou as alteragBes vasculares em modelo de
encefalopatia relacionada a sepse (Mishima et al., 2005; Lafuente et al.,
2011). Os efeitos de protecdo do CBD em um modelo de ratos de leséo
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cerebral induzida por compulsdo de etanol (Hamelink et al., 2005) no
modelo animal de doenca de Parkinson foram atribuidos as suas
propriedades antioxidantes (Garcia-Arencibia et al., 2007) (Figura 4).

O sistema endocanabindide compreende os receptores acoplados
a proteina G, CB1 e CB2, localizados no SNC e periférico e os seus
ligantes lipidicos a base de araquidonato, por exemplo, 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) e anandamida (N-araquidonoiletanolamina)
e as enzimas que sintetizam e degradam esses ligantes (Tanasescu e
Constantinescu, 2010). Os macréfagos, microglia e osteoclastos,
expressam ambos 0s receptores canabinéides (Graham et al., 2009).

No SNC, este sistema influencia a comunicagdo sinaptica e
modula o apetite, ansiedade, aprendizagem e memaria e 0 crescimento e
desenvolvimento (Alger e Kim, 2011).

O CBD pode modular a funcdo do sistema imune e estas aces
podem ser variadas e dependentes da concentracdo, mas, em geral,
incluem a supressdo de imunidade mediada por células e imunidade
humoral e envolve a inibicdo da proliferacdo, matura¢do, migracdo de
células do sistema imunoldgico, apresentacdo de antigenos e a resposta
humoral (Pertwee, 2008). Na maior parte dos modelos experimentais in
vivo de inflamagdo, o0 CBD atenuou a migracéo e infiltracdo de células
inflamatorias, como neutréfilos (Mchugh et al., 2008).

O CBD bloqueou a ativa¢do imediata da NADPH oxidase, bem
como formacdo de ERO e da secrecdo de TNF-a. No entanto, uma
compreensdo completa das a¢des anti-inflamatdrias do CBD em células
microgliais ndo se encontra ainda disponivel. Recentemente, através de
um mecanismo ndo identificado, o CBD suprimiu a sinalizacdo pro-
inflamatdria induzida por LPS em cultura de células microgliais,
incluindo a ativagdo de NF-kB e STAT1, enquanto melhorou a
sinalizacdo anti-inflamatoria relacionada com a STAT3 (Kozela et al.,
2010).

A inflamacéo e estresse oxidativo estdo intimamente envolvidos
na génese de muitas doencas inflamatdrias, como sepse e meningite.
Diante disso o CBD parece ser uma estratégia terapéutica promissora
pelo seu efeito antioxidante e agBes anti-inflamatérias em células do
sistema imunolégico, como macrofagos e microglia. O CBD também
tem a vantagem de ndo ter efeitos colaterais psicotrépicos.
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Figura 4: Potenciais terapéuticos do CBD. Figura elaborada pelo autor.

1.8 JUSTIFICATIVA

O modelo animal experimental de meningite pneumocdécica com
suas limitagdes continua a proporcionar a compreensdo da fisiopatologia
desta complexa doenca e propGe novas terapias adjuvantes. Desta forma,
0 tratamento com CBD pode promover alteracbes estruturais e
funcionais no SNC, aumentando a expressdo de proteinas sinapticas,
plasticidade sinaptica e neurogénese, além de promover um efeito anti-
inflamatorio podendo diminuir os danos causados pela meningite, sendo
um possivel novo adjuvante terapéutico.

Apesar dos significativos avangos no tratamento, a meningite
bacteriana em adultos permanece como uma das mais graves doencas
infecciosas do SNC, com alta taxa mortalidade e morbidade. Desta
forma torna-se importante avaliar novas terapias coadjuvantes na
tentativa de minimizar os danos ocasionados por esta infeccéo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento coadjuvante do canabidiol como
fator neuroprotetor em ratos Wistar adultos submetidos & meningite
pneumocdcica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os niveis de TNF-a, IL-1B8, IL-6 e CINC-1 em
hipocampo e cortex pré-frontal de ratos Wistar adultos 6 horas apds
inducdo da meningite pneumococica e tratados com canabidiol.

- Avaliar os niveis de BDNF em hipocampo e cértex pré-frontal
de ratos Wistar adultos 6 horas apds inducdo da meningite
pneumocacica e tratados com canabidiol.

- Avaliar a memoéria e a aprendizagem em ratos Wistar adultos 10
dias apds a inducdo da meningite pneumococica tratados com canabidiol
através do teste de esquiva inibitoria, habituacdo ao campo aberto e
reconhecimento de objetos.

- Avaliar os niveis de TNF-o. e BDNF em hipocampo e cortex
pre-frontal de ratos Wistar adultos 10 dias apds a inducdo da meningite
pneumocdcica e tratados com canabidiol.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia
Experimental e Laboratério de Neurociéncias da Universidade do
Extremo Sul Catarinense, UNESC, Criciima, SC, Brasil. Todos 0s
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UNESC 97/2012 (anexo).

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram utilizados para o0 estudo 120 ratos Wistar machos adultos,
com peso corporal de 250 a 300 g provenientes do Biotério da UNESC,
onde permaneceram alojados em local fresco e arejado em um ciclo de
12 horas claro/escuro, a uma temperatura de 23 °C +/- 1 °C, com
alimento e agua sempre disponiveis.

Foram excluidos do estudo os animais que apresentaram qualquer
ma-formacdo aparente; peso inferior ou superior aos mencionados
anteriormente, animais que eventualmente morreram durante o
experimento, antecedendo o tempo de eutandasia dos animais.

3.3 ORGANISMO INFECTANTE

S. pneumoniae, sorotipo Il, proveniente do Instituto Adolfo Lutz,
foi cultivado durante a noite em 10 mL de caldo Todd Hewitt, diluida
em meio fresco e crescidas até a fase logaritmica. A cultura foi
centrifugada durante 10 min a 5000 x g e novamente suspensa em
solucdo salina estéril até a concentragdo de 5x10° UFCol/mL
(Grandgirard et al., 2007b).

3.4 PROTOCOLO PARA INDUGCAO DA MENINGITE

Foram utilizados Ratos Wistar machos (250-350 g de peso
corporal), provenientes do biotério da Universidade do Extremo Sul
Catarinense. Todos o0s procedimentos cirdrgicos e inoculagdes
bacterianas foram realizadas sob anestesia, composta de uma
administracdo via intraperitoneal (i.p) de cloridrato de cetamina (6,6
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mg/kg) e cloridrato de xilazina (0,3 mg/kg) (Hoogman et al., 2007;
Barichello et al., 2010d).

Os animais foram submetidos a uma puncao na cisterna magna
com uma agulha nimero 23 e receberam 10 pL de LCR artificial como
um placebo ou volume equivalente de suspensdo bacteriana de S.
pneumoniae. No momento da inoculagdo, 0s animais receberam
reposicdo volémica e foram devolvidos as suas gaiolas (Irazuzta et al.,
2008; Barichello et al., 2010d). Dezoito horas apds a inducdo, a
meningite foi confirmada por uma cultura quantitativa de 5 pL de LCR
obtido por pungdo da cisterna magna (Barichello et al.,, 2010d;
Barichello et al., 2014).

3.5 TRATAMENTO E MODELO EXPERIMENTAL

3.5.1 Protocolo para avaliacdo dos parametros inflamatdrios

O CBD (THC-Pharm, Frankfurt, Germany, and STI-Pharm, UK)
foi preparado imediatamente antes do uso, em monooleato de
polioxietilenossorbitano (Tween 80) salina a 2%.

Para analise dos niveis de TNF-a, IL-1p, IL-6, CINC-1 e BDNF,
0 CBD foi administrado, em dose Unica imediatamente apds a indugdo
da meningite, nas doses de 2,5 mg/kg; 5 mg/kg e 10 mg/kg (i.p) (Zuardi
et al., 2006). Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais
grupo: controle/salina; meningite/salina; meningite/CBD 2,5 mg/kg;
meningite/CBD 5 mg/kg; meningite/CBD 10 mg/kg, com um n de 6
animais por grupo, totalizando 30 animais. Os animais foram mortos por
decapitagdo seis horas apds a indugdo da meningite e as estruturas
cerebrais hipocampo e cortex pré-frontal foram retiradas e armazenadas
a -80 °C para posterior analise de TNF-a, IL-1p, IL-6, CINC-1 e BDNF
(figura 4).
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Figura 5: Representacdo do tempo de inducéo da meningite, tratamento com CBD e
a morte dos animais para avaliacdo dos niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6, CINC-1 e
BDNF. Figura elaborada pelo autor.

3.5.2 Protocolo para realizagdo dos testes comportamentais

Para a realizacdo do teste comportamental de esquiva inibitéria,
os animais foram divididos em cinco grupos experimentais,
controle/salina;  meningite/salina;  meningite/CBD 2,5 mg/kg;
meningite/CBD 5 mg/kg; meningite/CBD 10 mg/kg, com um n de 10
animais por grupo, totalizando 50 animais para este teste
comportamental. Para a realizacdo dos testes comportamentais de
habituacdo ao campo aberto e reconhecimento de objeto novos animais
foram divididos em grupo controle/salina, controle/CBD 10 mg/Kkg,
meningite/salina e meningite/CBD 10 mg/kg, com um n de 10 animais
por grupo, totalizando 40 animais para estes dois testes
comportamentais, no total de trés testes comportamentais foram
utilizados 90 ratos. Todos os animais receberam uma dose diaria de
CBD durante nove dias. Dezoito horas apds a inducdo da meningite e
apos a confirmacdo da mesma, os animais receberam a primeira dose de
antimicrobiano ceftriaxona/Rocefin® La Roche, Brasil 100 mg/kg (i.p)
de 12 em 12 h durante sete dias. No décimo dia apés a inducdo da
meningite os animais foram submetidos aos testes comportamentais e
em seguida foram mortos e as estruturas hipocampo e cértex pré-frontal
foram retiradas e armazenadas em -80° C para posterior dosagem de
TNF-0. e BDNF (figura 5).
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Figura 6: Representacdo do tempo de inducdo da meningite, tratamento com
ceftriaxona e CBD e morte dos animais para realiza¢do dos testes comportamentais.
Figura elaborada pelo autor.

3.6 AVALIACAO BIOQUIMICA
3.6.1 Citocinas, quimiocinas e BDNF

Os animais foram mortos por decapitacdo e as estruturas
hipocampo e coOrtex pré-frontal foram imediatamente isoladas e
armazenadas a -80 °C para posterior analise dos niveis de TNF-a, IL-4,
IL-6, CINC-1 e BDNF.

As estruturas foram homogeneizadas em solugdo de extragdo
(100 mg de tecido por 1 mL) contendo: 0,4 mol/L de NaCl, 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 benzetdnio, 10 mmol/L de EDTA e 20 de Kl a
aprotinina, utilizando Ultra-Turrax (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). O
homogenato de cérebro foi centrifugado a 3000 x g durante 10 min a 4
°C, e 0s sobrenadantes foram recolhidos e armazenados a -20 °C. A
concentracdo de citocinas e quimiocina foi determinada utilizando a
metodologia de enzima e um ensaio de ELISA. Os sobrenadantes do
tecido cerebral foram dosados em uma configuracdo de ELISA
utilizando anticorpos comercialmente disponiveis, de acordo com 0s
procedimentos fornecidos pelo fabricante (R & D Systems,
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Minneapolis, MN). Os niveis de BDNF foram avaliados como descrito
anteriormente (Frey et al., 2006b), utilizando o ensaio de sanduiche
imunoenzimatico, utilizando-se Kits comerciais de acordo com as
instrucbes do fabricante (Chemicon, EUA). Os resultados foram
mostrados em pg/mg de tecido cerebral.

3.7 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.7.1 Esquiva Inibitéria

O teste de esquiva inibitéria foi realizado em um aparato que
consiste em uma caixa de acrilico medindo 50 x 25 x 25 cm (Albarsch,
Porto Alegre, Brasil), cujo piso é formado por barras paralelas de aco
inoxidavel (didmetro de 1 mm) espacadas em uma distancia de 1 cm.
Uma plataforma com 7 cm de largura e 2,5 cm de comprimento foi
colocada junto a parede esquerda do aparelho (figura 6). Na sessdo de
treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e o tempo que
estes levaram para descer sobre as grades com as quatro patas foi
medida com um dispositivo automatico. Imediatamente ap6s tocarem
com as quatro patas na grade, os animais receberam um choque de 0,4
mA durante 2 segundos e voltaram a sua gaiola de origem. A sessdo
teste foi realizada 24 h ap6s o treinamento (memoria de longo prazo).

Na sessdo de teste, o animal foi novamente colocado na
plataforma e medido o tempo que ele levou para descer (laténcia),
porém nao foi aplicado o choque. A laténcia é um parametro classico de
retencdo de meméria (Izquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al., 2003). O
teste de esquiva inibitoria avalia a memdria aversiva do animal. O
aparato e os procedimentos tém sido descritos em estudos anteriormente
publicados (Quevedo et al., 1997; Roesler et al., 2003).
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Figura 7: Teste de esquiva inibitoria. Figura elaborada pelo autor.

3.7.2 Habituagéo ao campo aberto

O comportamento foi avaliado no aparato de campo aberto, a fim
de avaliar as duas atividades locomotoras e exploratdrias. O aparato
mede 40 x 60 centimetros de campo aberto cercado por 50 centimetros
de parede feitas de madeira com um vidro frontal (Figura 7). O piso do
campo aberto é dividido em 9 retangulos por linhas pretas. Os animais
foram cuidadosamente colocados no quadrante traseiro esquerdo e, em
seguida, deixados sozinha para explorar a arena por cinco minutos
(sessdo treino). Imediatamente apds este procedimento, 0s animais
foram levados de volta para a sua gaiola moradia e 24 horas apos eles
foram submetidos a uma nova sessdo no aparelho 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 nimero de cruzamentos (crossings) e
levantamentos (rearings) entre as duas sessfes foi tomado como uma
medida da reten¢do de memoria de habituacdo (Vianna et al., 2000).
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Figura 8: Teste de habituacdo ao campo aberto. Figura elaborada pelo autor.

3.7.3 Reconhecimento de Objetos

Esta tarefa avalia a memdria ndo-aversiva e ndo-espacial. A tarefa
foi realizada em um aparato de campo aberto de 40 x 60 centimetros
aberto rodeado por paredes de 50 cm de altura feitas de madeira com
uma parede de vidro frontal. O piso do campo aberto foi dividido em 9
retangulos iguais por linhas pretas (Figura 8). No primeiro dia todos os
animais foram submetidos a uma sessdo de habituagdo em que se
permitiu explorar livremente o campo aberto durante 5 minutos.
Nenhum objeto foi colocado na caixa durante o processo de habituacéo.
O numero total de cruzamentos das linhas pretas e levantamentos
realizados nesta sessdo foram avaliados como locomogdo e atividade
exploratdria, respectivamente. No segundo dia o treino foi realizado
colocando os ratos individualmente durante 5 min no campo, em que
dois objetos idénticos (objetos Al e A2) foram posicionados em dois
cantos adjacentes, a 10 cm de distancia das paredes. No terceiro dia foi
realizado o teste de memdria de longo prazo, realizado 24 horas apés o
treino, 0s mesmos ratos foram submetidos a uma nova exploracdo do
campo, durante cinco minutos na presenca do objeto familiar A e de um
novo objeto B. Um indice de reconhecimento calculado para cada
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animal € relatado como a razdo TB/(TA + TB) (TA = tempo gasto
explorando o objeto familiar A; TB = tempo gasto explorando o objeto
novo B). Exploracdo foi definida como sniffing (explorar o objeto 3-5
cm de distancia a partir dele) ou tocar o objeto com o nariz e/ou patas
dianteiras (De Lima et al., 2005).

1°Dia 2° Dia ‘ 3° Dia

€ A\ <

2l ma— e S Sy A
/ \ .‘! ‘-‘_L ' A\ v ‘ / 'u“ () \
& —a
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Figura 9: Teste de reconhecimento de objetos. Figura elaborada pelo autor.

3.8 ESTATISTICA

Dados de citocinas, quimiocina e BDNF foram expressos como
média £ erro padrdo da média (EPM) de 6 animais por grupo. As
diferencas de cada grupo foram avaliadas através da andlise da variéncia
(ANOVA), seguido do post-hoc de Tukey.

Dados da tarefa de esquiva inibitéria e Reconhecimento de
objetos foram apresentados como mediana e intervalo interquartil, de 10
animais por grupo e as comparagdes entre os grupos foram analisadas
utilizando-se o teste U Mann-Whitney. As comparacOes dentro de cada
grupo foram realizadas pelo teste de Wilcoxon. Dados da tarefa de
habituacdo ao campo aberto serdo relatados como média + EPM, e a
comparagdes dentre os grupos foram feitas utilizando teste t de Student
pareado. Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. O programa Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) 20.0 foi utilizado para analises estatisticas.
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4 RESULTADOS

A figura 10 demonstra os efeitos do CBD sobre os niveis de
TNF-a, IL-1 B, IL-6, CINC-1 e BDNF no hipocampo seis horas apds a
indugdo da meningite pneumocdécica em ratos Wistar adultos. Os niveis
de TNF-0 e CINC-1 foram aumentados em todos 0s grupos meningites
tratados ou ndo com CBD comparados ao grupo controle, demosntrando
gue o tratamento com CBD ndo preveniu 0 aumento dessas citocinas. Os
niveis de IL-1 B, IL-6 e BDNF ndo apresentaram diferenca significativa
entre 0s grupos.
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Figura 10: Avaliacdo dos niveis de TNF-a, IL-1p e IL-6, CINC-1 e BDNF no
hipocampo de ratos Wistar adultos 6 horas apds a indugdo da meningite por S.
pneumoniae. Os resultados foram apresentados em média + EPM de 6 animais por
grupo. As diferengas de cada grupo foram avaliadas através de ANOVA, seguido do
post-hoc de Tukey. O simbolo *p <0,05 indica diferenca estatisticamente
significativa quando comparado ao grupo controle.

A figura 11 demonstra os efeitos do CBD sobre os niveis de
TNF-a, IL-1 B, IL-6, CINC-1 e BDNF no cortex pré-frontal seis horas
apos a inducdo da meningite em ratos Wistar adultos. Os niveis de TNF-
a e CINC-1 foram aumentados em todos 0s grupos meningites tratados
ou ndo com CBD. Os niveis de IL-1 B, IL-6 e BDNF n&do apresentaram
diferenca significativa.
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Figura 11: Avaliagdo dos niveis de TNF-a, IL-1B e IL-6, CINC-1 e BDNF no
cortex pré-frontal de ratos Wistar adultos 6 horas ap6s a indugdo da meningite por S.
pneumoniae. Os resultados foram apresentados em média + EPM de 6 animais por
grupo. As diferengas de cada grupo foram avaliadas através de ANOVA, seguido do
post-hoc de Tukey. O simbolo *p <0,05 indica diferenca estatisticamente
significativa quando comparado ao grupo controle.
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Dez dias apdés a inducdo da meningite os animais foram
submetidos aos testes comportamentais. Na figura 12, observa-se o
resultado do teste de esquiva inibitéria, 0s grupos meningite tratados
com salina; 2,5 mg/kg e 5 mg/kg de CBD néo apresentaram diferenca no
tempo de laténcia entre a sessdo treino e a sessdo teste, demostrando
dano de memoria aversiva. Entretanto, 0 grupo meningite tratado com
10 mg/kg de CBD apresentou diferenca significatica no tempo de
laténcia entre a sessdo treino e a sessdo teste, demonstrando prevencéo
de memodria aversiva.
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Figura 12: Teste de esquiva inibitoria 10 dias ap6s a indugdo da meningite por S.
pneumoniae. Dados do teste de esquiva inibitdria foram apresentados como mediana
e intervalo interquartil, de 10 animais por grupo e as comparagdes entre 0s grupos
foram analisadas utilizando-se o teste U Mann-Whitney. O simbolo *p <0,05 indica
diferenca estatisticamente significativa quando comparado a sesséo treino.

No teste comportamental de habituacdo ao campo aberto, figura
13, no grupo meningite ndo houve diferenca no nimero de cruzamentos
e levantamentos entre a sessdo treino e a sessao teste, sugerindo prejuizo
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de meméria de habituacdo. No grupo controle, controle tratado com
CBD e meningite tratado com CBD houve diferenga estatistica no
nimero de cruzamentos e levantamentos entre a sessdo treino e a sesséo
teste, demonstrando meméria de habituacdo nestes grupos.
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Figura 13: Teste de habituacdo ao campo aberto 10 dias apés a indugdo da
meningite por S. pneumoniae. Dados do teste de habituacdo ao campo aberto foram
relatados como média £ EPM, de 10 animais por grupo e as comparacgdes dentre 0s
grupos foram feitas utilizando teste t de Student pareado. O simbolo *p <0,05 indica
diferenca estatisticamente significativa quando comparado a sessdo treino.

Na figura 14, observa-se o resultado do teste comportamental de
reconhecimento de objetos, 0s animais do grupo meningite apresentaram
prejuizo de memoéria de reconhecimento do objeto, ou seja, nédo
utilizaram um tempo significativamente maior explorando o objeto
novo, apresentando perda de memoria de longo prazo. No entanto, os
animais do grupo controle, controle tratado com CBD e meningite
tratado com CBD apresentaram memoria de longo prazo durante as
sessdes teste em comparagdo com a sessdo treino.
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Figura 14: Teste de reconhecimento de objeto 10 dias apds a indugdo da meningite
por S. pneumoniae. Dados do teste de reconhecimento de objetos foram
apresentados como mediana e intervalo interquartil, de 10 animais por grupo e as
comparacBes entre os grupos foram analisadas utilizando-se o teste U Mann-
Whitney. As comparagdes dentro de cada grupo foram realizadas pelo teste de
Wilcoxon. O simbolo *p <0,05 indica diferenca estatisticamente significativa
quando comparado a sessao treino.

A figura 15 mostra os niveis de TNF-a. e BDNF no hipocampo de
ratos Wistar adultos 10 dias ap6s a inducdo da meningite por S.
pneumoniae. Foi observado que nos grupos meningite ndo ouve
alteracdo nos niveis de TNF-o e BDNF, ndo demonstranto efeito do
CBD sobre estes parametros 10 dias apds a inducdo da meningite
pneumocaccica.
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Figura 15: Avaliagdo dos niveis de TNF-a e BDNF no hipocampo de ratos Wistar
adultos 10 dias apds a indugdo da meningite por S. pneumoniae. Os resultados foram
apresentados em média + EPM, de 6 animais por grupo. As diferencas de cada grupo
foram avaliadas através de ANOVA, seguido do post-hoc de Tukey.

Na figura 16 sdo demonstrados os niveis de TNF-o. ¢ BDNF no
cortex pré-frontal de ratos Wistar adultos 10 dias ap6s a indugdo da
meningite por S. pneumoniae. Foi observado que os niveis de TNF-a
aumentaram no grupo meningite e o tratamento com CBD nas doses 2,5
mg/kg; 5 mg/kg e 10 mg/kg diminuiram estes niveis em comparagdo
com 0 grupo meningite sem tratamento. Os niveis de BDNF foram
diminuidos no grupo meningite e o tratamento com CBD nas doses de
2,5 mg/kg; 5 mg/kg e 10 mg/kg aumentaram os niveis de BDNF em
comparagdo com 0 grupo meningite sem tratamento.
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Figura 16: Avaliacéo dos niveis de TNF-a, e BDNF no cortéx pré-frontal de
ratos Wistar adultos 10 dias ap6s a indugdo da meningite por S. pneumoniae. Os
resultados foram apresentados em média + EPM, de 6 animais por grupo. As
diferencas de cada grupo foram avaliadas através de ANOVA, seguido do post-hoc
de Tukey. O simbolo *p <0,05 indica diferenca estatisticamente significativa quando
comparado ao grupo controle e o simbolo **p <0,05 indica diferenca
estatisticamente significativa quando comparado ao grupo meningite sem
tratamento.
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5 DISCUSSAO

Apesar dos significativos avangos no tratamento, a meningite
pneumocdcica permanece como uma das doencas infecciosas mais
importantes em todo o mundo e ainda estd associada com altas taxas de
mortalidade e morbidade. Além disso, muitos sobreviventes apresentam
graves e permanentes sequelas neurolégicas (Sellner et al., 2010; Mook-
Kanamori et al., 2011). No presente estudo, foram investigados o0s
efeitos do tratamento adjuvante, agudo e prolongado, com CBD sobre 0
perfil de citocinas pro-inflamatérias e memoria aversiva, de habituacdo
e de reconhecimento de objetos. As 6 horas ap6s a indugdo da meningite
pneumocadcica houve um aumento nos niveis de TNF-o e CINC-1 no
hipocampo e cortex pré-frontal e a administracdo de diferentes doses de
CBD, 2,5 mg/Kg, 5 mg/Kg e 10 mg/Kg, néo foi capaz de reverter estes
niveis em ambas estruturas cerebrais. Em estudos anteriores, com o
mesmo modelo experimental de meningite, verificou-se o aumento dos
niveis de TNF-a. e CINC-1 no hipocampo e no cértex pré-frontal em 6
horas apds a inducdo da meningite pneumocdcica (Barichello et al.,
2010c). Além disso, no plasma da veia jugular, CINC-1 aumentou em 3
horas permanecendo elevado até 6 horas e os niveis de TNF-a
aumentaram as 6 horas apds a inducdo. No plasma arterial verificou-se o
aumento de CINC-1 as 6 horas apdés a inducdo, indicando que
possivelmente CINC-1 e TNF-a sdo produzidos no SNC (Barichello et
al., 2012c). Os mediadores inflamatérios TNF-a, IL-1p e IL-6, séo
produzidos durante a resposta imune precoce ap6s a inducdo da
meningite pneumocdcica (Tauber e Moser, 1999). TNF-o e CINC-1
também estdo implicadas na infiltracdo de células inflamatdrias no
parénquima cerebral (Saukkonen et al., 1990; Katayama et al., 2009).
No entanto, as propriedades indeterminadas, acfes e o local exato em
que o CBD possa exercer seus efeitos neuroprotetores e
neuroinflamatdrios ainda ndo estdo completamente elucidados. A
capacidade descoberta de diferentes canabindides, incluindo CBD,
exibir uma atividade de ligacdo ao receptor extra-canabindide foi
destacada pela observacdo de que estes compostos podem exercer a sua
atividade através da interagdo com os receptores nucleares ativados pelo
receptor proliferador de peroxissoma (PPAR) (O'sullivan, 2007). Além
disso, o0 CBD na concentracdo de 10 mg/Kg administrado durante 15
dias reduziu a neuroinflamagéo induzida por p-amildide e promoveu a
neurogénese no hipocampo através de PPAR (Esposito et al., 2011). Em



61

estudo anterior verificou-se que a meningite pneumocécica também
pode levar a alteraces na cadeia respiratéria mitocondrial (Barichello et
al., 2010e) e estresse oxidativo (Barichello et al., 2010d). Além disso, a
apoptose durante meningite pneumocdécica esta correlacionada com a
producdo de ERO que causa a disfuncdo mitocondrial levando a
liberagdo do fator de indugédo de apoptose para o citosol (Mitchell et al.,
2004). Independente de receptores classicos, CB1 e CB2, 0 CBD (3 e 10
mg/Kg) 2 horas antes da reperfusdo de isquemia hepatica reduziu a
extensdo da inflamacdo hepética, estresse oxidativo e nitrativo e morte
celular (Mukhopadhyay et al., 2011). A isquemia/reperfusdo hepatica
também leva ao comprometimento precoce das atividades das enzimas
da cadeia respiratoria mitocondrial, disfungdo mitocondrial, permitindo
gue ERO sejam produzidas pela cadeia respiratéria (Jaeschke, 2003;
Moon et al., 2008). Foi demonstrado que o CBD neutralizou a
hiperfosforilagdo em cultura de neurénios pela reducéo da fosforilagdo
da glicogénio sintase quinase 3-B (GSK3b), atuando como auxiliador na
via Wnt/b-catenina, embora os mecanismos alternativos podem estar
implicados na indugdo deste efeito (Esposito et al., 2006). A GSK3b
esta envolvida na sinalizacdo de receptores de tipo Toll e regula a
producdo de citocinas pro-inflamatérias e choque séptico (Woodgett e
Ohashi, 2005). Além disso, 0 CBD diminuiu TNF-a, IL-6 e quimiocinas
(MCP-1 e MIP-2) em um modelo animal de lesdo pulmonar aguda
(Ribeiro et al., 2012). O uso de canabindide sintético inibiu 0 aumento
de TNF-a, IL-1B ¢ IL-6 induzido por LPS em células granulares do
cerebelo de ratos (Chiba et al., 2011). O CBD reduziu altera¢des na
BHE e impediu resposta inflamatoria endotelial em vasodilatacdo
arteriolar e venular, induzida por LPS (Ruiz-Valdepenas et al., 2011).
Em outro estudo, foi relatado o aumento dos niveis de TNF-o no cortex
pré-frontal 10 dias ap6s a indugdo da meningite (Barichello et al.,
2010b).

No presente estudo, foi observado em animais que receberam o
tratamento prolongado com CBD, a diminuic¢ao dos niveis de TNF-a no
cortex pré-frontal 10 dias apdés a inducdo da meningite. Durante a
neuroinflamacdo, células microgliais ativadas migram para o local da
lesdo, onde produzem e liberam citocinas pro-inflamatérias e outros
mediadores citotdxicos, incluindo ERO. Embora importante na remogéo
de restos celulares e combate das infeccBes, as células microgliais
ativadas muitas vezes agravam o dano celular local. O CBD preveniu a
migracdo de células da microglia ativadas induzidas por 2AG por
antagonizar o receptor sensivel ao canabidiol (ABN-CBD) em
concentragbes <1 uM (Walter et al., 2003). Ha evidéncias de que o



62

receptor de ABN-CBD ¢é o receptor 6rfdo acoplado a proteina G que foi
recentemente relatado (Mchugh et al., 2010). Além disso, o CBD
preveniu estresse oxidativo resultante da ativacdo de células microgliais
em modelo de uveite (EI-Remessy et al., 2008). Estudos apontaram,
ainda, o CBD tendo a¢des antidepressivas, a base para as quais nao é
estabelecido, embora a ativacdo de receptores serotonina pode estar
envolvido, pelo menos em altas concentracGes (Pertwee, 2008; EI-Alfy
et al., 2010; Zanelati et al., 2010). Evidéncias crescentes nos ultimos
anos tém implicado citocinas pro-inflamatdrias, radicais livres e
oxidantes na etiologia da depressdo e o CBD possui efeitos anti-
inflamatdrios (Maes et al., 2011). Uma explicacdo é de que o estresse
oxidativo resultante afeta adversamente a funcdo de células da glia e
leva a dano cerebral (Song e Wang, 2011).

Além disso, avaliou-se a memoria aversiva, de habituacdo e de
reconhecimento de objetos através do teste de esquiva inibitoria,
habituacdo ao campo aberto e reconhecimento de objetos,
respectivamente, com tratamento prolongado com CBD em diferentes
concentracdes de 2,5, 5 e 10 mg/Kg e foi demonstrando que os animais
do grupo meningite apresentaram prejuizo de todas as memédrias
avaliadas, entretanto, apenas a dose de 10 mg/Kg de CBD preveniu dano
cognitivo. No estudo de Cassol-Jr e colaboradores, a administracdo
crbnica de CBD em diferentes doses (2,5, 5 e 10 mg/kg, ip, por sete
dias) também impediu comprometimento da memoria de ratos 10 dias
apos a sepse induzida por ligadura e perfuragdo cecal (Cassol-Jr et al.,
2010). Ja esta bem estabelecido que sobreviventes de meningite
pneumocdcica apresentam comprometimento cognitivo a longo prazo.
Em trabalhos anteriores, ja foi demonstrado que ratos sobreviventes a
meningite pneumocdcica tiveram danos de aprendizagem e meméria 10
dias apés a inducdo (Barichello et al., 2010f). A replicacdo de S.
pneumoniae no interior do espaco subaracnoéide inicia uma complexa
resposta imune do hospedeiro (Sellner et al., 2010), além disso, o &cido
lipoteicoico e peptidoglicano sdo reconhecidos pelos TLR-2 e
pneumolisina por TLR-4 que sdo receptores presentes em células
apresentadoras de antigenos (Mook-Kanamori et al., 2011). Quando
esses receptores sdo ativados eles induzem a ativacdo do NF-kB (Opitz
et al., 2009). O NF-Kb é também um ativador da transcricdo de muitos
genes envolvidos na patogénese da meningite pneumocdcica, como
TNF-a, IL-1pB, sintese de Oxido nitrico e de moléculas de adeséo
intercelulares (Koedel et al., 2000; Kastenbauer et al., 2004). Alguns
estudos indicam que o CBD exerce os seus efeitos anti-inflamatorios
através da inibicdo de NF-kB. Por exemplo, o tratamento CBD inibiu o
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NF-kB dependente de RNAmM e TNF-o em tecidos de miocardio
diabético (Rajesh et al., 2010). O CBD também reduziu os niveis de IL-
1B, IL-6 e IFN-B e atividade da via de NF-kB, uma via principal que
regula a expressdo de genes de mediadores pro-inflamatérios em células
ativadas por LPS (Kozela et al., 2010).
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6. CONCLUSAO

S80 necessarias novas terapias farmacolégicas para melhorar o
progndstico da meningite bacteriana. Esses resultados demonstram que
0 tratamento crénico com CBD desempenha um papel anti-inflamatorio
na meningite pneumocoécica. Além disso, previne danos cognitivos,
possivelmente representando uma nova abordagem farmacolégica para o
tratamento de meningite.

Uma compreensdo mais detalhada da meningite bacteriana
ocasionada pelo S. pneumoniae, da inducdo da resposta inflamatéria do
hospedeiro e de seus efeitos € sem duvida desejavel e indispensavel.
Entretanto deve-se reconhecer que grande parte da cascata de eventos
esta sendo elucidada. Portanto, esfor¢os para compreender e apoiar a
capacidade reparadora do hospedeiro, uma area que até agora tem
recebido pouca atengdo, pode ser tdo importante quanto desvendar os
mecanismos que levam a danos.
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Resolugdo

A Comissao de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugao n. 02/201 1/Gamara
Propex de acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o adendo abaixo.

Protocolo: AD-97/2012
Professor Responsavel: Tatiana Barichello
Titulo: “AVALIACAO DOS EFEITOS DO CANIBIDIOL SOBRE OS' PARAMETROS

COMPORTAMENTAIS E O PERFIL PRO-INFLAMATORIO EM RATOS WISTAR ADULTOS
SUBMETIDOS A MENINGITE PNEUMOCOCICA"

Este adendo foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos. Toda e qualquer
alteragéo do Projeto devera ser comunicado a CEUA. Foi autorizada a utilizagao 245 ratos Wistar
adultos. Os membros da CEUA néo participaram do processo de avaliagao dos projetos em que
constam como pesquisadores. Para demais duvidas, contatar a CEUA pelo e-mail ceua@unesc.net.
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