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RESUMO

A meningite bacteriana é a doenca infecciosa mais comum do sistema
nervoso central (SNC), caracterizada por uma inflamacgéo das meninges.
O Streptococcus agalactiae é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em recém-nascidos em todo o mundo, causando sepse,
pneumonia e meningite. Sobreviventes a meningite podem sofrer graves
sequelas neurologicas a longo prazo. Nosso objetivo foi verificar os
niveis de citocina/quimiocina, atividade de mieloperoxidase (MPO), o
stress oxidativo e ruptura da barreira hematoencefalica (BHE) no
hipocampo e cértex cerebral dos ratos Wistar recém-nascido apés
indugdo da meningite por S. agalactiae e os efeitos da meningite na vida
adulta através de testes comportamentais e niveis de fator de
crescimento neuronal (NGF) e fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF). Ratos Wistar recém-nascidos, receberam 10 | L de solugfo
salina estéril como um placebo ou um volume equivalente de S.
agalactiae em uma concentracdo de 1x106 UFCol/mL. em diferentes
tempos apds a inducdo da meningite, os animais foram mortos e o
hipocampo e cértex cerebral foram retiradas para avaliacdo dos nivies
das citocinas quimiotatica indutora de neutréfilos tipo 1 (CINC-1),
interleucinal beta (IL-1p), IL-6, IL-10 e fator de crescimento tumoral
(TNF-a) e permeabilidade da BHE. Sessenta dias ap6s a inducdo, os
animais foram submetidos a testes comportamentais e mortos, e 0
hipocampo e no cortex cerebral foram retirados para analise dos niveis
de BDNF e NGF. No hipocampo os niveis de CINC-1 foram
aumentados em 6 h e 12 h ap6s a inducéo, IL-1p em 6, 12 ¢ 24 h apds, a
IL-6 em 6, 24 € 96 h apds, de IL-10 as 24, 48 e 96 h ap6s e TNF-a as 24
h e 96 h ap6s. No cdrtex cerebral os niveis CINC-1 e IL-1p foram
encontrados aumentada 6 h apds a inducao da meningite. A atividade da
MPO foi elevado em 24, 48 e 96 h ap6s a indugdo no hipocampo e em 6,
12, 24, 48 e 96 h apds a indugdo no cortex cerebral A ruptura da BHE
teve inicio em 12 h apds a indugdo. Os niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS) foram elevados no hipocampo em 6, 12,
24, 48, 72 e em 96 h e no cortex cerebral as 72 e 96 h ap6s a inducdo da
meningite. Os niveis da carbonilagdo de protreinas foram elevadas no
hipocampo e no cértex cerebral em 6, 24, 48, 72 e 96 h ap6s. Houve
uma diminuicdo da atividade da superoxido dismutase (SOD) no
hipocampo e no cortex cerebral. A atividade da catalase (CAT) foi






elevada no hipocampo em 6 h e no cortex cerebral de 12 e 96 h ap6s a
inducdo da meningite. O teste campo aberto ndo demonstrou nenhuma
diferenca motora, atividade exploratdria e memoria de habituacdo entre
0s grupos. O teste de esquiva inibitoria, quando avaliamos a meméria de
longo prazo em 24h ap6s a sessdo de treino, verificou-se que o grupo
meningite teve uma diminuicdo na memoria aversiva, quando
comparado com o teste de memoria de longo prazo do grupo sham. Os
niveis de BDNF foram diminuidos no hipocampo e cortex cerebral; no
entanto, os niveis de NGF diminuiu apenas no hipocampo. Estes
resultados sugerem que o modelo de meningite pode ser uma boa
ferramenta de pesquisa para o estudo dos mecanismos bioldgicos
envolvidos nas alteracbes comportamentais secundarios da meningite
por S. agalactiae.

Palavras chave: Meningite, S. agalactiae, memoria, BDNF, citocinas.






ABSTRACT

Bacterial meningitis is the most common infectious syndrome of the
central nervous system (CNS), characterized by inflammation of the
meninges. Streptococcus agalactiae is a major cause of morbidity and
mortality among newborns worldwide, causing septicemia, pneumonia,
and meningitis. The survivors meningitis can suffer severe long term
neurological damages such as learning and memory disabilities,
seizures, and hearing loss. The pathogenesis and pathophysiology of
bacterial meningitis involve a complex interaction between pathogenic
virulence factors and host immune response. Much of the damage
caused by this infection can be associated with the release of cytokines
in cerebrospinal fluid (CSF). Our goal was to determine the levels of
cytokine , myeloperoxidase activity, oxidative stress and disruption of
the blood brain barrier in the hippocampus and cortex of newborn rats
after contracting S. agalactiae, the effects of meningitis in adult
behavioral tests, and nerve growth factor (NGF) levels of Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) in adult rats that survived meningitis. New
born Wistar rats received 10 | L sterile saline as a placebo or an
equivalent volume of S. agalactiae at a concentration of 1x106
UFCol/mL. The animals were Killed and the hippocampus and cortex
cerebral were removed for evaluation of cytokine cytokine-induced
neutrophil chemoattractant type 1 (CINC-1), interleukinl betha (IL-1pB),
IL- 6, tumour necrosis factor alpha (TNF-a) levels and blood brain
barrier (BBB) permeability. Sixty days after the induction of meningitis,
the animals were subjected to behavioral tests and then killed for the
removal of the hippocampus and cortex cerebral on which an analysis of
BDNF and NGF levels was conducted. Levels in the hippocampus were
increased from CINC-1to6 hand 12 h, IL-1B and 6, 12 and 24 h , IL-
6 at 6, 24 and 96 h of IL-10 at 24, 48 and 96 h TNF-a at 24 h and 96 h.
In the cortex, the CINC-1 and IL-1p levels were found increased at 6 h.
The Myeloperoxidase (MPO) activity was significantly elevated at 24,
48 and 98 h in the hippocampus, and at 6, 12, 24, 48 and 96 h in the
cortex cerebral. The disruption of the BBB was initiated after 12 h. The
Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels were higher in
the hippocampus at 6, 12, 24, 48 , 72 and 96 h and the cortex cerebral at
72 and 96 h. The levels of protein carbonylation were higher in the
hippocampus and cortex cerebral at 6, 24, 48, 72 and 96 h. There was a






decrease in the superoxide dismutase (SOD) activity in the hippocampus
and cortex. The catalase (CAT) activity was higher in the hippocampus
than in the cortex cerebral at 6, 12, and 96 h. The open field test didn’t
show any motor difference, exploratory activity, or habituation between
groups. After assessing long term memory 24h after the training session
through the inhibitory avoidance test, the meningitis group showed a
decrease in aversive memory when compared to the long-term memory
test of the sham group. BDNF levels were diminished in the
hippocampus and cortex cerebral; however, NGF levels decreased only
in the hippocampus. These results suggest that the meningitis model is a
good research tool for studying the biological mechanisms involved in
the secondary behavioral alterations for meningitis by S. agalactiae.

Keywords: Meningitis, S. agalactiae, memory, BDNF, cytokines.
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1 INTRODUCAO

1.1 MENINGITE

A meningite bacteriana é a sindrome infecciosa mais
comum do sistema nervoso central (SNC) caracterizada por uma
inflamacdo das meninges (Thomas et al., 2002; Van De Beek et al.,
2006), afetando a piamater, a aracnoide e 0 espaco subaracnoide (Kim,
2010). As principais caracteristicas histopatoldgicas sdo as extensas
inflamages granulociticas no espago subaracnoide e ventricular e dano
neuronal, afetando principalmente cértex cerebral e hipocampo (Putz et
al., 2013) Apesar do uso efetivo de terapia antimicrobiana, sequelas
tardias tais como convulsdes, surdez, cegueira, deficiéncia de
aprendizado e déficit cognitivo ocorrem em uma significativa parcela
dos sobreviventes (Grimwood et al., 2000).

A meningite bacteriana pode ser de dificil diagndstico,
pois frequentemente apresenta sinais e sintomas inespecificos,
especialmente em neonatos e criangas. Os sintomas podem incluir
hipertermia, diminuicdo do apetite, vOmitos, letargia e irritabilidade. Os
sinais clinicos incluem fontanela abaulada, febre, apneia e convulsdes
(El Bashir et al., 2003). Em casos mais graves, podem apresentar sinais
como coma, convulsdes e déficits neurologicos. A gravidade dos
sintomas pode ser influenciada por fatores do hospedeiro, tais como
idade, anormalidades anatdmicas, estado imunolégico e agente
etiolégico (Honda et al., 2009).

Estudos j& demonstraram que 0 hipocampo é uma
importante estrutura para o aprendizado e a memoria (Jarrard et al.,
1982), e que a meningite bacteriana pode causar dano hipocampal,
especialmente no giro denteado (Leib et al., 1996). As infec¢des
neonatais por Streptococcus agalactiae de inicio precoce geralmente
apresentam quadro clinico de dificuldade respiratoria, apneia ou outros
sinais de sepse nas primeiras 24 a 48 horas de vida. Em recem-nascidos,
0s agentes etiol6gicos mais comuns sdo Escherichia coli, E. Agalactiae
e Listeria Monocytogenes. As sindromes clinicas mais comuns de inicio
precoce s&o sepse, meningite e pneumonia, (Verani et al., 2010).

1.1.1 Epidemiologia

A meningite bacteriana apresenta distribuicdo mundial e
sua expressdo epidemiolégica depende de fatores como: o agente
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infeccioso, a existéncia de aglomerados populacionais, caracteristicas
socioecondmicas dos grupos populacionais e do clima (Harrison et al.,
1998). De modo geral, a sazonalidade da doenca caracteriza-se pelo
predominio das meningites bacterianas no inverno e das meningites
virais no verdo (Harrison et al., 1998).

As infeccbes por S. agalactiae surgiram em paises
desenvolvidos como patégeno neonatal lider durante a década de 1970.
O reconhecimento e tratamento precoce da doenca reduziram letalidade
de 20-50 % para 5 %, associado principalmente aos avancos nos
cuidados neonatais (Phares et al., 2008; Verani et al., 2010).

A partir da década de 1980, o S. agalactiae surgiu como
principal causa de infeccdo neonatal, com taxas iniciais de mortalidade
de 20 a 50 %, sendo reconhecido como uma das mais importantes
causas de infecgdo uterina materna e sepse (Baltimore, 2007).
Mundialmente, estima-se que cerca de 10 a 30 % das gestantes sdo
colonizadas pelo S. agalactiae de forma transitoria, intermitente ou
persistente e que, na auséncia de qualquer infeccdo, 1 a 2 % dos recém-
nascidos podem desenvolver a infec¢do (Schuchat et al., 2004).

A incidéncia da doenca neonatal por S. agalactiae de
inicio precoce diminuiu em dois tercos ap6s a implementacdo dos
Centros de Controle de Prevengdo de Doencas (CCPD) e elaboragéo de
diretrizes para a profilaxia antimicrobiana no intraparto (Verani et al.,
2010). S. agalactiae e Escherichia coli sdo os principais agentes
etiologicos responsaveis por sepse de inicio precoce nos paises
desenvolvidos (Moore et al., 2003). Como consequéncia da realizagéo
da cultura vaginorretal e da antibioticoprofilaxia intraparto, nos Gltimos
quinze anos ocorreu um declinio significativo da incidéncia da doenca
neonatal precoce por S. agalactiae (1,7/1000 nascidos vivos versus 0,34
a 0,37/1000 nascidos vivos nos Estados Unidos) (Verani et al., 2010).

Cerca de 66 % de todos 0s casos de meningite do grupo de
Estreptococos do grupo B foram relatados durante os primeiros 3 meses
de vida (Phares et al., 2008), sendo registrados a incidéncia de 2 a 10
casos de meningite por 100.000 nascimentos (Mace, 2008). Estudos
apontam que a colonizacdo acontece frequentemente no contato entre a
mée e o feto no momento do parto (Phares et al., 2008).

Em algumas areas da Africa, esta bactéria emerge como
uma das mais importantes causa de sepse neonatal e meningite, com
incidéncia desta de 1,8/100 nascidos vivos e apresenta taxa de
mortalidade acima de 33 % (Laving et al., 2003). A carga da doenca é
clara na Africa-subsaariana (Madhi et al., 2003).
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Na India, um estudo revelou uma baixa incidéncia
bacteriana por S. agalactiae de 0,17 por mil nascidos vivos (Kuruvilla et
al., 1999), (Johri et al., 2013). A taxa de letalidade é de 4,5% em paises
desenvolvidos e de 15% a 50% para 0s paises com baixa renda (De
Gans et al., 2002). Em um estudo realizado na Grécia, foi demonstrado
que a incidéncia de S. agalactiae como doenca invasiva é muito baixa
(0,5 %), enquanto que as taxas de colonizacdo maternas atingem cerca
de 2,4 a 6,6 % respectivamente (Liakopoulos et al., 2014; Tsolia et al.,
2003). No Brasil, embora os dados epidemioldgicos ainda sejam
fragmentados, ndo h& nenhum estudo que forneca um subsidio em
ambito nacional (Dutra et al., 2014).

1.1.2 Streptococcus agalactiae

O S. agalactiae é uma bactéria Gram-positiva que faz parte
da flora da faringe, do trato gastrintestinal e genital. O S. agalactiae é
classificado sorologicamente com base na constituicdo da sua parede
celular de polissacarideos: la, Ib, 1I, I, 1V, V, VI, VII, VIII e IX
(Slotved et al., 2007). Dentre os dez sorotipos conhecidos, o Ill é 0 mais
encontrado nas doencas neonatais, principalmente meningite e sepse,
sendo o segundo mais detectado em amostra vaginal (Verani et al.,
2010).

Um grande e diversificado nimero de proteinas é expresso
na superficie do S. agalactiae, exercendo diferentes fungdes, incluindo
papel na adesdo, invasdo, ligacdo ao ferro, metabolismo intermediario,
metabolismo celular, transporte e inibi¢do da fagocitose (Lindahl et al.,
2005).

O regulador de sintese capsular (CovRS) é o0 mais estudado
em infecgbes por S. agalactiae, sendo relatados como  como
responsaveis pela modulagdo da trascricdo de ate 7% dos genes totais;
codificando  vérios  fatores de  viruléncia, incluindo -
hemolisina/citolisina podendo reprimir a transcricdo deste utilizando
dois sistemas deCovR/CovsS (Jiang et al., 2005; Lembo et al., 2010).
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Figura 1: F|S|0patog|a da meningite bacteriana aguda. O micro-organismo
adere as células endoteliais e pode romper a BHE e ser reconhecida pelas
células apresentadoras de antigeno através da ligagdo com TLRs. TLRs
induzem a ativagdo de uma cascata inflamatdéria e expressam numerosas
proteinas envolvidas na inflamacdo e na resposta imune. FLY, flagellin; B-HLY,
B-hemolisina; Lmb, laminina lipoproteina; LPS, lipopolissacarideo; LTA, acido
lipoteicdico PGL, peptidoglycan; PAF, receptor do fator de ativagdo
plaquetéria; PLY, pneumolisina; RPC, phosphorylcholine. Barichello et al.,
2013.

O S. agalactiae estd bem adaptado ao trato intestinal e
genital, podendo se apresentar como colonizagdo ou invasdo, e esta
adaptacdo deve-se a mecanismos de interacdo entre componentes
bacterianos com o sistema imune do hospedeiro (Bauer et al., 2002). A
infeccdo neonatal precoce com menos de sete dias de vida é adquirida
verticalmente por meio da exposicdo ao S. agalactiae, presente na
vagina da gestante colonizada (Verani et al., 2010).

Estudos na Europa e nos EUA demonstraram que 0s
sorotipos la, 1, 111 e V sdo encontrados em 80-90 % dos casos clinicos
isolados, enquanto os sorotipos 1V, VI, VII e VIII sdo raramente
observados (Hickman et al., 1999). Estudos de colonizacdo do Japdo
apresentaram 0s sorotipos VI e VII como os mais frequentes
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(Lachenauer et al., 1999). Durante os Ultimos dez anos, o sorotipo V
surgiu como um importante sorotipo em infec¢do neonatal, refletindo as
mudancas epidemioldgicas em curso e a necessidade de um continuo
controle epidemiolégico (Verani et al., 2010).

Muitos adultos sdo colonizados pelo S. agalactiae nos tratos
intestinal e genital, mas permanecem assintomaticos. Entretanto, as
mulheres colonizadas durante a gravidez apresentam maior risco de
parto prematuro e transmissdo perinatal (Regan et al., 1996). Mulheres
gravidas colonizadas por S. agalactiae tém grande importancia do ponto
de vista clinico, visto suas possiveis implicacdes para a gestante e o
recém-nascido; essa interacdo entre o patdgeno e o hospedeiro tém sido
associada com endometrite pds-parto, amnionite, ruptura prematura das
membranas ovulares e trabalho de parto prematuro (Yancey et al.,
1996). Aproximadamente 10 % a 30 % das mulheres gravidas estdo
colonizadas com S. agalactiae na vagina ou no reto (Verani et al.,
2010). Entre os casos de doencas neonatais, que normalmente ocorrem
nos 6 primeiros dias de vida, os sinais de infecgdes sistémicas,
principalmente por S. agalactiae, sdo observados ja nas primeiras 24
horas de vida (Schuchat, 1999). No caso dos recém-nascidos, esta
colonizacdo por S. agalactiae tem sido associada com a infeccdo
neonatal de inicio precoce (Yancey, 1996). A doenca neonatal segue
dois padrbes, denominados de doenca de inicio precoce e tardio. A
infeccdo neonatal de inicio precoce, com menos de sete dias de vida, é
adquirida verticalmente por exposicdo ao S. agalactiae presente na
vagina da gestante colonizada. Podem ocorrer outras complicacfes
maternas como infeccBes do trato urinario, endometrite, sepse e
meningite (Phares et al., 2008). Evidéncias sugerem que a colonizacdo
vaginal significativa (>10° Unidade Formadora de Coldnia/mililitro -
UFCol/mL) de S. agalactiae durante a gravidez aumenta o risco de
transmissdo vertical e infeccdo neonatal de inicio precoce em recém-
nascidos (Ancona et al., 1980).

Os casos de infeccdo tardia surgem ap6s a primeira semana
de vida e sdo distribuidos de modo uniforme nos primeiros noventa dias
de vida. A proliferacdo bacteriana permite que o S. agalactiae colonize a
pele ou mucosa do feto para entrar através da aspiracdo do fluido
amniotico (Stevens et al., 2000).

Geralmente, na doenga de inicio tardio, a crianga adquire
este micro-organismo no momento do parto ou no contato materno nos
primeiros dias de vida. No entanto em aproximadamente 50 % dos casos
as parturientes apresentavam o S. agalactiae do mesmo sorotipo que o
presente no neonato (Schuchat, 2001). A invasdo por S. agalactiae nas
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células epiteliais e endoteliais pulmonares permitem que este alcance a
corrente sanguinea, causando sepse. Essa disseminacdo na corrente
sanguinea pode levar a meningite e osteomielite. Essa progressdo na
doenca indica que o S. agalactiae ulrapassa as defesas imune do
hospedeiro, aderir, invadir e transpassar as barreiras celulares (Melin,
2011).

A mortalidade é maior entre 0s recém-nascidos prematuros,
com taxas de letalidade de aproximadamente 20 % a 30 % entre aqueles
com < 33 semanas de gestagdo, em comparagdo com 2 % a 3 % entre os
recém-nascidos ndo prematuros (Schrag et al., 2000). Recém-nascidos,
principalmente os prematuros, sdo particularmente dependentes da
competéncia de seus sistemas imunes inatos para o controle do S.
agalactiae em suas superficies de barreira, pois seu sistema imune
adaptativo é deficiente em imunoglobulinas G (Bauer et al., 2002). Os
sistemas imunes de recém-nascidos prematuros tém uma menor reserva
de mondcitos e neutréfilos e uma menor producdo de citocinas, o0 que
limita a ativacdo das células T, em comparacdo com recém-nascidos a
termo, o que pode induzir tolerdncia imunoldgica levando a reducéo da
funcdo imune do recém-nascido (Melville et al., 2013). A imaturidade
do sistema imunolégico do recém-nascido contribui para o agravamento
da infecgdo (Schrag et al., 2000). As sequelas decorrentes da meningite
bacteriana suscitam a necessidade de pesquisas que possam esclarecer
0s mecanismos de neuroprotecdo e na avaliacdo dos danos provocados
por esta patologia.

Efeitos citoliticos e pro-inflamatorios da
hemollisina/citolisina  do S. agalactiae sdo neutralizados por
dipalmitoilfosfatidilcolina, o principal constituinte de fosfolipidio do
surfactante pulmonar (Nizet et al., 1996), o que explica o aumento do
risco de recém-nascidos prematuros, com deficiéncia de surfactante para
que desenvolvam lesdo pulmonar e doenca invasiva pelo S. agalactiae.
Durante o contato inicial com a bactéria, varios eventos ocorrem em
paralelo. Inicialmente, a bactéria é reconhecida inespecificamente via
receptor do complemento, como por exemplo, integrinas e receptores Fc
gue interagem com os anticorpos opsonizantes ou fatores de ativagdo do
complemento (Putz et al., 2006).
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1.2 BARREIRA HEMATOENCEFALICA

O SNC é protegido por trés elementos estruturais: a barreira
hematoencefalica (BHE), com interface entre o encéfalo e os vasos
sanguineos; a BHE-liquido cefalorraquidiano (BHE-LCR), formada pelo
plexo coroide e a membrana aracnoide com 0s vasos sanguineos e o
liquido cefalorraquidiano (LCR); e a BHE-aracnoide (BHE-A), que é a
interface dos vasos sanguineos com a camada do epitélio da aracnoide
subjacente a dura-mater das meninges (Correale et al., 2009). Estas
barreiras sdo estruturas especializadas do SNC que controlam e regulam
a homeostase do cérebro, medula espinhal e LCR, juntando aos demais
sistemas (Banks, 2009).

A BHE é formada pela presenca das jungdes endoteliais que
controlam a abertura e o fechamento coordenado das jungfes da célula
(Stamatovic et al., 2008). Estas jungdes sdo compostas de diferentes
complexos proteicos, como as juncdes apertadas (JA) e as jungdes
endoteliais aderentes (JEA), que sdo os principais reguladores da
permeabilidade celular (Bazzoni et al., 2004). As JA sdo constituidas de
trés proteinas integrais de membrana denominadas claudina, ocludina e
moléculas de adesdo juncional e um nlmero de proteinas
citoplasmaticas acessorias, incluindo a zona occludens (ZO) ZO-1, ZO-
2 e Z0-3 cingulina e outras proteinas guanilato quinase associadas a
membrana (Stamatovic et al.,, 2008). Estas proteinas acessorias
conectam as proteinas de membrana a actina para a manutencdo da
integridade estrutural e funcional do endotélio (Bazzoni et al., 2004).

As JEA possuem proteinas de membrana chamadas
caderinas, que se unem com a actina via proteinas intermediarias,
denominadas cateninas (a, 1,X), para formar contatos adesivos
intercelulares e interatuar com as JA. As células endoteliais cerebrais
(CEC) séo apoiadas sobre uma lamina basal que contém moléculas da
matriz extracelular cobrindo mais de 90% da superficie das células
endoteliais, também estando envolvida na permeabilidade da BHE
(Bazzoni et al., 2004).

As ocludinas foram as primeiras proteinas integrais de
membrana a serem identificadas nas JA das células endoteliais. A
ocludina é uma fosfoproteina de 65 kDa com 4 dominios
transmembrana ligados a duas por¢des extracelulares ricas em tirosina
nos dominios intracelulares carboxi e amino terminal. Sua fungdo é
atuar como regulador ao invés de como uma proteina estrutural
importante no estabelecimento das propriedades da barreira. Seu
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dominio citoplasmatico carboxi terminal fornece a conexao da ocludina
com o citoesqueleto assegurando a alta resisténcia elétrica das
monocamadas das células endoteliais e diminuicdo da permeabilidade
paracelular (Bauer et al., 2010). O principal papel das claudinas é a
regulacdo da seletividade paracelular aos ions pequenos. Para isto, as
interacbes entre as diferentes classes ocorrem de duas maneiras:
lateralmente no plano da membrana (interagdes heteroméricos) ou a
ligacdo cabeca a cabeca entre células adjacentes (interagdes heterotipica)
(Findley et al., 2009).

Os astrocitos no cérebro humano s@o as células gliais que
geralmente superam o numero de neurbnios por dez vezes, cujos
prolongamentos finais formam um rendilhado de lamelas proximo e
aderido a superficie externa do endotélio da BHE e a membrana basal,
respectivamente (Giaume et al.,, 2010). Um crescente nimero de
resultados in vitro e in vivo suportam a ideia de que os astrocitos sao
células excitdveis e desempenham um papel importante no
processamento de informacdes e modulagdo da atividade neuronal
(Giaume et al., 2010). Neste sentido, o papel dos astrécitos na
manutencdo e sinalizacdo das células endoteliais da microvasculatura
cerebral tem sido estudado na génese de diferentes doencas e na
integridade da BHE (Willis et al., 2004).

O recrutamento e a interagao dos pericitos com o endotélio é
essencial para a formacdo, maturacdo e manutencdo da BHE. Os
pericitos comunicam-se diretamente com as células endoteliais através
das invaginagOes referidas como peg socket, em que um Qnico pericito
pode estar em contato com varias células endoteliais, permitindo uma
camada adicional de comunicacdo e de estabilidade mecénica dos vasos
(Armulik et al., 2005). Os pericitos sdo células cerebrais contrateis que
regulam o fluxo sanguineo capilar, desempenhando um papel importante
na manutencdo da BHE com a autorregulacdo e homeostase cerebral
(Armulik et al., 2005).

Tem-se determinado, em estudos in vivo, que as interacfes
de pericitos com a célula endotelial sdo criticas para regular a BHE € a
ruptura dessas interagdes pode levar a disfuncdo desta barreira e a
neuroinflamacdo (Daneman et al., 2010). Além disso, estudos in vitro
demonstram que os pericitos expressam moléculas como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEFG) e metaloproteinases de matriz
(MMPs) que regulam a integridade da BHE (Thanabalasundaram et al.,
2010).

O espago extracelular representa aproximadamente 20% do
volume total do cérebro, sendo preenchido com uma matriz extracelular
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(MEC) altamente organizada, localizada na interface entre 0s vasos
sanguineos e a glia. A MEC parece servir como uma ancora com o
endotélio através das interagdes de proteinas da MEC com os receptores
endoteliais tipo integrinas (Bazzoni et al., 2004) que desempenham um
papel fundamental na sinalizacdo celular, migracdo e formacdo capilar
cerebral durante a angiogénese (Zlokovic, 2008). Tais interagGes célula-
matriz podem estimular uma série de vias de sinalizagao intracelular nas
células vasculares, neurénios e células gliais de apoio, além de serem
essenciais na BHE participando na manutencgdo das proteinas endoteliais
nas JA (Bazzoni et al., 2004). A quebra da MEC pode levar a alteracdes
no citoesqueleto das células endoteliais da microvasculatura cerebral,
gue por sua vez afeta as proteinas das JA e a integridade da BHE com o
aumento da permeabilidade desta em estados patoldgicos (Giaume et al.,
2010).

De modo que causam a meningite, agentes patoldgicos
interagem com as células endoteliais microvasculares que integram a
BHE, consequentemente replicado, resultando na sua quebra
(Tenenbaum et al., 2007). Ao ganhar acesso ao SNC, o S. agalactiae
revela sua capacidade de atravessar a BHE por uma camada
especializada de células endoteliais microvasculares cerebrais (BMECs)
gue regula o trafego macromolecular para manter a homeostase
bioguimica nos tecidos cerebrais (Kim, 2008).

1.3 CITOCINAS

O modo de interacdo do micro-organismo com o sistema
imune e a resposta desse contra 0 agente invasor é um dos mais
relevantes mecanismos no estabelecimento de uma infeccdo (Gerber;
Nau, 2010). A defesa do hospedeiro precisa de reconhecimento do
micro-organismos e ativacao do sistema imunoldgico. Os receptores do
tipo Toll (TLR) reconhecem os fatores bacterianos, ativacdo microgliais
das células e a invasdo de leucécitos que promovem a inflamacéo pela
liberacdo de espécies reativas e metaloproteinases (Gerber et al., 2010).
Os TLR funcionam como receptores de reconhecimento padrdo (PRR)
presentes nos macrdfagos, nas celulas dendriticas e nos neutréfilos
(leucdcitos), responsaveis pelo reconhecimento dos padrées moleculares
associados a patégenos (PAMP), os quais sdo expressos por um amplo
espectro de agentes infecciosos, como bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Kawai et al., 2010).
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Dessa forma, a ativacdo da imunidade inata a partir da
associacao PRR e PAMP é um passo importante no desenvolvimento da
imunidade adquirida contra os antigenos especificos (Arancibia et al.,
2007). Cada TLR tem sua prépria via de sinalizacdo e induz respostas
bioldgicas especificas contra micro-organismos. Quando algum PAMP é
reconhecido por algum TLR especifico, a proteina MyD88 recruta as
quinases associadas ao receptor da interleucina-1 (IRAK-1 e IRAK-4)
para ativar o fator 6 associado ao receptor do fator de necrose tumoral
(TRAF6). Este ativa o fator de crescimento [ associado a cinase 1
(TAK1), que, por sua vez, promove a ativacdo do complexo IKK
formado por duas subunidades cataliticas (IKKa e IKKfB) e por uma
subunidade regulatéria (NEMO/IKKY). Este complexo promove a
fosforilagdo do IkB e a sua degradacdo resulta no fator de transcri¢ao
nuclear (NF-kB), que sera translocado ao ntcleo para induzir a
expressao das citocinas inflamatdrias e das moléculas de adesdo
(Arancibia et al., 2007).

O fator de transcricdo NF-kB foi descoberto primeiramente
em linfocitos T (Nabel et al., 1987) como um regulador da transcri¢do
da cadeia leve da x-imunoglobulina, mas estd presente em todas as
células de mamiferos. O papel mais conhecido e estudado desse fator de
transcricdo se da na resposta imunoldgica, na qual regula expressao de
genes essenciais no processo inflamatério e na defesa contra parasitas.
Além disso, também atua na sobrevivéncia e proliferacdo celular,
apoptose e funcionamento do SNC (Xiao, 2004).

Existem duas vias descritas para a ativacdo nuclear NF-1 B,
a classica, que é mais comum e esta associada a expressdo de genes
relacionados & inflamacéo, & resposta imunoldgica inata, a anti apoptose
e a sobrevivéncia celular (Arancibia et al., 2002). A via alternativa esta
associda a expressdo de genes que atuam no desenvolvimento e
manutencdo do 6rgdo linfoides secundarios (Alcamo et al., 2002).

As citocinas sdo um grupo diversificado de polipeptidios,
geralmente associados com a inflamacdo, ativacdo imunoldgica e
diferenciacdo ou morte celular. As citocinas sdo liberadas a partir de
varios tipos de células, e podem ser sintetizadas no SNC por microglia,
astrocitos, e algumas populagbes de neuronios. Elas sdo induzidas em
resposta a lesdo cerebral e tem diversas a¢fes que podem agravar ou
inibir a lesdo e reparacdo celular. Algumas citocinas estimulam a
producdo de moléculas efetoras importantes, incluindo as citocinas pro-
inflamatdrias interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de
crescimento tumoral- alfa (TNF-a), enquanto outras suprimem a
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atividade de citocinas pré-inflamatorias e sdo chamadas de citocinas
anti-inflamatorias, como a interleucina-10 (IL-10) (Moller et al., 2005).

As citocinas sdo essencialmente proteinas ou glicoproteinas
de baixo peso molecular, a maioria entre 8 e 30 kDa, e podem ser
secretadas por diferentes células que mesmo em pequenas quantidades,
alteram a funcdo das células-alvo (Gerber et al., 2010; Hopkins, 2003).
Agem localmente ou em sitios distantes e podem regular importantes
processos hioldgicos, como crescimento celular, ativacdo celular,
inflamacdo, imunidade, reparacdo tecidual, fibrose e morfogénese
(Hopkins, 2003). Uma Unica citocina pode ser produzida por muitos
tipos celulares, a expressdo da citocina é usualmente induzida, e pode
apresentar atividade pleiotrdpica, ou seja, uma Unica citocina pode atuar
sobre tipos celulares diferentes (Hopkins, 2003; Klein et al., 2006b).
Algumas citocinas sdo suficientemente estaveis para agir de maneira
enddcrina, afetando o comportamento de células distantes, embora isso
dependa de sua habilidade de penetrar na circula¢do e de sua meia-vida
sanguinea (Janeway et al., 1997).

A patogénese e fisiopatologia da meningite bacteriana
envolve uma complexa interagdo entre fatores de viruléncia dos
patégenos e da resposta imune do hospedeiro. Grande parte dos danos
desta infeccdo pode ser associado & liberacdo de citocinas no LCR
(Moore et al., 2003).

A proliferacdo de bactérias no interior do espaco
subaracnoide estimula a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e
quimiocinas. Muitas células do cérebro tais como células endoteliais,
células gliais e macrofagos, podem produzir TNF-a, Interleucina-1 beta
(IL-1B) e TL-6 em resposta a estimulos bacterianos (Sellner et al., 2010;
Van Furth et al., 1996). Ap0s a interacdo entre 0 micro-organismo e 0
hospedeiro, ocorre a resposta defensiva que envolve tantos componentes
do sistema imune humoral como do celular. Em condic6es patolégicas,
tais como inflamagGes agudas, cronicas ou dano tecidual, o sistema
imune é ativado e ocorre um aumento da producdo de macréfagos ou
microglia, liberacdo de citocinas, como TNF-[, IL-1J e IL-6 (Janeway
et al., 1997) e seus receptores tém sido produzidos pelo proprio SNC,
principalmente pelos astrdcitos e microglia. Em certas condigdes, alguns
neurdnios também sdo capazes de liberar citocinas (Freidin et al., 1992).
As citocinas sdo induzidas em resposta a lesdo cerebral e tem diversas
acles que podem causar, agravar, mediar ou inibir a lesdo e reparacdo
celular (Allan et al., 2001). A IL-1p é uma citocina pro-inflamatoria
com a capacidade de induzir grande quantidade de genes geralmente ndo
expressos em estados normais de salde, e aumenta a expressao de quase
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todas as outras citocinas, tais como 0 TNF-a e IL-6 e quimiocinas, bem
como moléculas de adesdo. O TNF-[ age como um estimulante de
medula 6ssea, aumentando o nimero de células progenitoras mieldides e
promovendo a liberacdo de neutréfilos, resultando em neutrofilia
(Vianna et al., 2000).

O TNF-a é uma citocina composta por 157 aminoacidos e
produzida em resposta as lesdes inflamatdrias, infecciosas ou estimulada
por macréfagos, linfdcitos, neutréfilos e células estruturais, tais como
fibroblastos e células musculares lisas (Balakumar et al., 2006). O TNF-
o tem varios efeitos, incluindo citotoxicidade, atividade antiviral e
ativacdo do fator de transcricdo e regulagdo da resposta imune
(Bhardwaj et al., 2003). O TNF-a exerce efeitos através da ligagdo com
receptores especificos denominados Receptor 1 de Fator de Crescimento
Tumoral (TNF-R1) e Receptor 2 de Fator de Crescimento Tumoral
(TNF-R2) (Gosselin et al., 2007). O TNF-R1 medeia muitas a¢bes do
TNF-a, incluindo a produgdo de citocinas, ativagdo do NF-kB e
apoptose. A ativacdo do TNF-R1 pode desencadear uma dupla cascata
de sinalizagdo que, em diferentes tipos celulares, pode levar a apoptose,
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia. Em neurbnios e microglia,
TNF-! | induz apoptose quando se liga ao receptor TNF-R1 (Brietzke et
al., 2008). Os ratos e camundongos ndo produzem interleucina-8 (IL-8),
mas apresentam moléculas que sdo homélogas: Creatina Cinase (KC) e
metaloproteinase 2 (MP-2) em camundongos e citocina quimiotatica
indutora de neutréfilos (CINC-1) em ratos (Watanabe et al., 1989).
CINC-1 é equivalénte com a IL-8 em humanos e de partes do mesmo
receptor quimiocina (C-X-C padrdo) do receptor 2 (CXCR2) (Wuyts et
al., 1998).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da
existéncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de espécies reativas ou em
detrimento da remocao desses (Halliwell et al., 2004).

A oxidacdo é parte fundamental da vida aerébica e do nosso
metabolismo e assim, espécies reativas sdo produzidos naturalmente por
alguma disfuncdo biolégica ou funcdo fisioldgica. Essas espécies
reativas, cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos 4tomos
de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados espécies reativas ao
oxigénio (ERO) ou espécies reativas ao nitrogénio (ERN) (Pieczenik et
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al., 2007). ERO é um termo usado para incluir ndo apenas ERO, mas
também alguns radicais ndo derivados de oxigénio capazes de gerar
radicais livres como, por exemplo o &cido hipocloroso (HCLO)
(Halliwell et al., 2004)

Os mecanismos de geracdo de espécies reativas ocorrem
normalmente nas mitocéndrias, membranas celulares e no citoplasma.
Tais mecanismos podem, especialmente, ser favorecidos pelos ions ferro
e cobre (Pieczenik et al., 2007). A mitocOndria, por meio da cadeia
transportadora de elétrons, é a principal fonte geradora de radicais livres
(Uttara et al., 2009).

Radicais derivados do oxigénio representam as mais
importantes espécies que geram radicais em sistemas vivos. As ERO séo
definidas como moléculas derivadas da reducdo parcial de oxigénio
molecular. Sdo quimicamente reativas com moléculas orgéanicas e séo
citotdxicas, podendo induzir a morte celular neuronal. Estudos ja
documentaram que as ERO, tais como o radical anion superdxido (02-),
H202 e hidroxila (OH-) ttm um importante papel na fisiopatologia da
meningite bacteriana, com o desenvolvimento de complicagdes
intracranianas e danos cerebrais (Kastenbauer et al., 2002; Leib;T&uber,
1999).

Para proteger-se, a célula possui um sistema de defesa que
pode atuar em duas linhas, uma delas atua como detoxificadora do
agente, antes que ele cause lesdo, esta linha é constituida por glutationa
reduzida (GSH), superdxido-dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa-peroxidase (GPX) ¢ I-tocooherol E. A outra linha de defesa
tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido
ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GPX, entre outros.
Com excecdo da vitamina E (o-tocoferol), que é um antioxidante
estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes esta no
meio intracelular (Uttara et al., 2009).

A CAT é uma hemeproteina citoplasmética que catalisa a
reducdo do H202 a H20 e O2. Sua atividade é dependente de GPX
(Scott et al.,, 1991). A suplementacdo de CAT exdgena previne a
oxidacdo da GSH mediada pelo H202, em eritrdcitos humanos normais
(Scott et al., 1991) e também inibe as lesdes oxidativas do DNA de timo
a sobrecarga de Ferro ionizado (Fe+3) (Cornelis et al., 2011).

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com
diferentes grupos prostéticos em sua composicdo. Nos sistemas
eucariontes, existem duas formas de SOD. A forma Cu,Zn -SOD esta
presente principalmente no citosol, enquanto que SOD-manganés est
localizada primariamente na mitocndria, esta enzima também tem
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papel antioxidante, ja que catalisa a dismutacdo do radical superoxido
em H202 e 02, na presenca do ion H+ (Uttara et al., 2009).

O SNC ¢é altamente vulnerdvel aos efeitos deletérios do
estresse oxidativo, devido a presenca de acidos graxos poli-insaturados,
gue parecem ser alvo das ERO, e por possuirem uma baixa concentracao
das defesas antioxidantes (Menezes et al., 2011). O estresse oxidativo
participa dos processos patolégicos, podendo ocasionar dano cerebral,
edema cerebral e inflamag8o das meninges na fase inicial da meningite
(Nau et al., 2002). Na meningite bacteriana, a inflamacdo ocasionada
pelo micro-organismo aumenta a producdo de leucdcitos
polimorfonucleares, que provoca a lise celular bacteriana e,
simultaneamente, aumentam a liberacdo de metabdlitos proteoliticos
como as ERO, resultando em dano endotelial e aumento da
permeabilidade da BHE (Kontos et al., 1992; Waggener, 1974).

1.5 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF)
E FATOR DE CRESCIMENTO NEURONAL (NGF)

Os fatores de crescimento como as neurotrofinas séo
moduladores da plasticidade do sistema nervoso. Entre esses fatores de
crescimento, 0 BDNF exerce vérios efeitos no SNC, como crescimento,
diferenciago e reparo dos neurdnios. Dos varios fatores de crescimento,
0 BDNF é produzido durante toda a vida para preservar as fungdes
essenciais como aprendizagem e memdria (Della et al., 2013).

As neurotrofinas, familia de fatores neurotréficos, possuem
papel importante no controle de morte celular neuronal, no
desenvolvimento neuronal e na sua sobrevivéncia (Bifrare et al., 2005).
Esta familia desempenha importantes fun¢des na formacdo do SNC e
sistema nervoso periférico (SNP), onde controlam a funcéo sinaptica e
plasticidade, bem como nos processos de memdria e aprendizagem
(Yamada et al., 2003). Estudos demonstraram que o BNDF ex6geno
poderia proteger um grande nimero de neurbnios no cortex cerebral e
hipocampo dos danos do processo inflamatério em meningites
bacterianas (Li et al., 2007).

O estudo da expressdo das neurotrofinas em neurdnios tem
dado importancia especial a0 BNDF devido a sua capacidade de
modulacdo da plasticidade sinaptica. Os efeitos produzidos pelo BDNF
podem variar conforme a fase do desenvolvimento. Na fase fetal, o
BDNF é importante para a formacéo e matura¢do dos neurdnios. Na fase
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adulta, tem papel fundamental no processo de consolidacdo da memdria
episadica (Post, 2007).

O BDNF tem producdo aumentada no ser humano até por
volta dos 40 anos, apresentando queda apo6s esta idade (Katoh-Semba et
al., 2007). O BDNF é considerado a principal neurotrofina do cérebro,
sendo produzido principalmente pelas células da glia e pelos nucleos
neuronais. Ele é expresso em mdltiplos tipos celulares, no hipocampo,
neocortex, amigdala e cerebelo. Porém sua expressdo maior € no SNC
promovendo a¢des de sobrevivéncia, principalmente em neurdnios do
hipocampo e cortex cerebral (Ghosh et al., 1994; Lindholm et al., 1996;
Saha et al., 2006; Shimizu et al., 2003).

O gene que codifica 0 BNDF localiza-se no brago curto do
cromossomo 11 e tem estrutura genémica complexa, com pelo menos
quatro regides promotoras de sua transcrigdo. As regides promotoras s&o
diferentemente distribuidas por regibes cerebrais, tipos celulares e até
mesmo estruturas neuronais (Pattabiraman et al., 2005). A regulagéo
génica do BDNF pode estar alterada por fatores como estresse crénico
(Tsankova et al., 2007). O estresse crénico em camundongos resulta em
alteracGes comportamentais, tais como maior reclusdo social, revertido
somente com tratamento crénico com antidepressivos, e obtendo
melhora com o tratamento agudo (Tsankova et al., 2007).

O BDNF tem sido detectado também no sangue com o
objetivo de determinar se ha correlacdo de seus niveis com patologias
e/ou progressdo ou resposta as drogas. Em particular, os niveis de
BNDF no cérebro tem sido descritos em vérias doencas degenerativas,
como Alzheimer; bem como seu aumento tem sido associado a etiologia
de varias doengas neuropsiquiatricas como a esquizofrenia, a depressdo
e transtorno bipolar (Dmitrzak-Weglarz et al., 2008; Sofroniew et al.,
2001).

A descoberta dos receptores das neurotrofinas ocorreu varias
décadas apds a identificacdo do NGF, e forneceu instrumentos para a
busca das rotas controladas pelas neurotrofinas (Ras, Rap-1, Cdc-42-
Rac-Rho, Proteina Cinase Ativada por Mitégeno (MAPK), PI-3-kinase
(PI3K) e phospholipase-C-C- y). Os efeitos neuroprotetores das
neurotrofinas ndo se detém apenas ao suporte promovido as células,
especialmente pela inibicdo de cascatas apopitética e ativacdo dos
mecanismos de viabilidade celular (Machado-Vieira et al., 2009)

A cascata de sinalizacdo de MAPK ativa as proteinas ERK1
e ERK2, que vem sendo associadas ao controle da plasticidade sinaptica
no cérebro adulto, além de ser essencial nos eventos de diferenciacéo e
proliferacdo celular (Thomas et al., 2004), que por sua vez, estdo ligadas
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a fendbmenos de meméria e aprendizagem (Kurino et al., 1995);
(Sofroniew et al., 2001). Reducbes dos niveis de BDNF tém sido
implicados em vérias patologias como crises epiléticas, uso de
glicocorticoides e hipdxia cerebral (Marini et al., 2007).

O NGF é essencial para o desenvolvimento e manutencdo
fenotipica dos neurénios no SNP e para a integridade funcional dos
neurdnios colinérgicos do SNC (Aloe et al., 1997). O NGF é secretado
pelos neurénios do hipocampo (Blochl et al., 1995) e assim como outras
neurotrofinas, fornece transmissao intracelular atravez da interacdo com
receptores da superficie celular (Segal et al., 1996); a ligacdo especifica
do NGF a neurotrofina de receptores acoplados a tirosina quinase,
conduz a dimerizacdo e autofosforilagdo de quinase molecular (Segal et
al., 1996).

O NGF tem, entre outras funcdes, promove as funcdes e
sobrevivencia dos neuronios colinérgicos (Hohsfield et al., 2013).
Estudos vem mostrando evidencias que o NGF estimula a fung&o celular
neuronal, melhorando a funcdo cognitiva (Capsoni et al., 2010). O NGF
é sintetizado pelos alvos celulares de inervacdo. Como a epiderme que
produz quantidade significativa de NGF durante a sua inervacdo inicial
e continua a producgdo basal em adultos. O aumento da expresssdo de
NGF previne a perda neuronal e facilita a regeneracdo (Aloe et al.,
1997).

Os receptores de neurotrofina sdo expressos em varias
células do sistema imunoldgico, incluindo mastocitos, células T, células
B e macrdfagos (Nassenstein et al., 2003). As células imunes do sistema
hematopoiético também produzem e utilizam NGF. Os niveis de NGF
aumentam em nervos danificados e a elevacdo da expressdo dessa
proteina esta relacionada a presenca de interleucinas, principalmente a
IL-1, liberada por macréfagos que sdo atraidos para o sitio da lesdo. Os
Receptor de Tirosina Quinase B(TrKA) sdo atraidos para o sitio da
lesdo, e estes TrKA de alta afinidade para NGF estdo presentes em 50%
de todos os neurdnios ndo mielinizados (Madduri et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os niveis de mediadores pré-inflamatorios,
integridade da BHE no neonatal e pardmetros comportamentais na idade
adulta em ratos Wistar adultos sobreviventes a meningite neonatal por S.
agalactiae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Analisar através da curva de Kaplan-Meier a sobrevivéncia de
ratos Wistar ap6s a indugdo da meningite neonatal por S. agalactiae;

- Avaliar os niveis de CINC-1, IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a no
hipocampo, cortex cerebral e LCR de ratos Wistar neonatos apds a
indugdo da meningite por S. agalactiae;

- Avaliar a atividade da mieloperoxidase no hipocampo e cértex cerebral
de ratos Wistar neonatos ap6s a inducdo da meningite por S. agalactiae;

- Avaliacdo do dano oxidativo e defesa enzimatica no hipocampo e
cortex cerebral de ratos Wistar neonatos apds a inducdo da meningite
por S. agalactiae;

- Avaliar a integridade da BHE por extravasamento de azul de Evan’s
no hipocampo e cortex cerebral de ratos Wistar apds a inducdo da
meningite neonatal por S. agalactiae;

- Avaliar a aprendizagem e a meméria de ratos Wistar adultos induzidos
a meningite por S. agalactiae no periodo neonatal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICROORGANISMO INFECTANTE

O sorotipo Il de S. agalactiae foi cultivado em 10 mL de
meio de cultura em caldo Todd Hewitt. A cultura foi centrifugada por 10
minutos e ressuspendida em solucdo salina na concentracdo de 1x10°
UFCol/mL. O tamanho do inbculo foi confirmado por cultura
guantitativa (Barichello;Belarmino; et al., 2010a; Irazuzta et al., 2002).

3.2 MODELO ANIMAL DE MENINGITE

Foram utilizados ratos Wistar neonatos machos (15-20 g) de
3-4 dias de vida, provenientes da coldnia de criagdo do biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Todos os procedimentos
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
com protocolo de nimero 55/2010 (ANEXO) da UNESC, Brasil. Todos
0s procedimentos cirdrgicos e inoculagfes bacterianas foram realizadas
sob anestesia, composta de uma administracdo intraperitoneal de
cetamina (6,6 mg/kg), xilazina (0,3 mg/kg) e acepromazina (0,16
mg/kg) (Barichello et al., 2009). Os animais foram submetidos a uma
puncdo na cisterna magna com uma agulha 23. Cada animal recebeu 10
uL de solucdo salina estéril (Sham) ou uma quantidade equivalente de
suspensdo de S. agalactiae a uma concentracdo de 1x106 UFCol/mL e
foram posteriormente recolocados em suas gaiolas (Barichello;Pereira;
et al., 2011; Trampuz et al., 2007). A meningite foi documentada por
uma cultura quantitativa de 5 uL de LCR obtidos por uma puncéo da
cisterna magna 18 horas ap06s a inoculagdo (Barichello;Belarmino; et al.,
2010a), nos animais que ndo foram mortos anteriormente a este tempo.
A morte dos animais se deu por decaptacdo, e as amostras hipocampo e
cortex cerebral foram retiradas e armazenadas a -80% Celcius para
dosagens bioquimicas. A retirada do LCR ocorreu anteriromente a
decaptacdo, onde os animais recebiam uma puncao na cisterna magna, e
0 mesmo foi armazenado para as dosagens bioquimicas. Os animais que
foram submetidos aos testes comportamentais na vida adulta, receberam
tratamento com antimicrobiano (ceftriaxona 100 mg/kg, i.p) duas vezes
ao dia, durante 7 dias, ainda na fase neonatal, 0 que garantiu sua
sobrevivencia até a fase adulta (Grandgirard;Oberson; et al., 2010; Kim,
2010).
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3.3. CURVA DE MORTALIDADE

Tento em vista que pacientes com meningite aguda
apresentam alta taxa de mortalidade, em torno de 30 a 40%, foi
demonstrada a sobrevivéncia dos animais, que foi analisada através da
curva de Kaplan—-Meier, incluindo todos os animais infectados no
momento da inducgdo até 96 h apds (n = 38 animais).

34 GRUPOS EXPERIMENTAIS PARA  AVALIACOES
BIOQUIMICAS

3.4.1 Citocinas e quimiocinas

Para avaliacdo das expressdes de CINC-1, IL-1p, IL-6, IL-
10 e TNF-a, os animais foram divididos em grupo controle e grupo
meningite. O grupo meningite foi subdivido em diferentes tempos de
morte 0, 6, 12, 24, 48 e 96 h apds a inducdo da meningite por S.
agalactiae (n =5 - 6 animais em cada grupo), e as estruturas hipocampo,
cortex cerebral e LCR retiradas por depactacdo e puncdo da cisterna
magna para dosagens.
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Figura 2: Representacdo em horas do tempo de inducdo da meningite, tratamento e
eutanasia dos animais para avaliagdo das citocinas e quimiocinas. Fonte: Laboratdrio
de Microbiologia Experimental — UNESC.

Para as dosagens, as estruturas hipocampo, cortex cerebral e
LCR foram homogeneizadas em solugéo de extracdo (100 mg de tecido
por 1 mL) contendo: 0,4 mol/L de NaCl, 0,05% de Tween 20, 0,5% de
albumina sirica bovina(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 KI a aprotinina, utilizando Ultra-Turrax (Fisher Scientific,
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Pittsburgh, PA). O homogenato de cérebro foi centrifugado a 3000 x g
durante 10 min a 4 °C, e os 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 e do LCR foram dosados em uma
configuragdo de ELISA utilizando anticorpos comercialmente
disponiveis, de acordo com os procedimentos fornecidos pelo fabricante
(R & D Systems, Minneapolis, MN). Os niveis de BDNF foram
avaliados como descrito anteriormente (Barichello et al., 2012; Frey et
al., 2006), utilizando o ensaio imunoenzimatico, utilizando-se Kits
comerciais de acordo com as instrucbes do fabricante (Chemicon,
EUA). Os resultados sdo mostrados em pg/100 pL de LCR e pg/100 mg
de tecido cerebral.

3.4.2 Atividade mieloperoxidase

Para avaliagdo da atividade da mieloperoxidase os animais
foram divididos em grupo controle e grupo meningite (n = 5 - 6) que
foram submetidos a diferentes tempos de mortes 6, 12, 24, 48 e 96 h, e
as estruturas hipocampo e cortex cerebral foram retiradas para avaliacéo.
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Figura 3: Representacdo em horas do tempo de inducdo da meningite, tratamento e
eutanasia dos animais para avaliagdo da atividade de mieloperoxidase. Fonte:
Laboratoério de Microbiologia Experimental — UNESC.

Os tecidos foram homogeneizados (50 mg/mL) em 0,5% de
hexadeciltrimetilaménio brometo e centrifugado a 15.000 g durante 40
min. A suspensao foi entdo sonicada trés vezes durante 30 s. Uma parte
do sobrenadante foi misturado com solucdo de tetrametilbenzidina 1,6
mM e 1 mM de H202. A atividade foi medida
espectrofotometricamente, como a variacdo de absorvancia a 650 nm a
37 °C (Barichello;Lemos; et al., 2011).
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3.4.3 Dano oxidativo e atividade de defesa enzimatica

Os animais foram divididos em grupo controle e grupo
meningite (n = 5 - 6), mortos em diferentes tempos apds a inducdo da
meningite: 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h. E as estruturas hipocampo e cortex
cerebral retiradas para dosagens.
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Figura 4: Representacdo em horas do tempo de inducéo da meningite, tratamento e
eutandsia dos animais para avaliagdo do dano oxidativo e atividade de defesa
enzimatica. Fonte: Laboratério de Microbiologia Experimental — UNESC.

- Medida de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS):
Como indicio de peroxidacéo lipidica foi medido TBARS durante uma
reacdo acida aquecida como previamente descrito (Draper et al., 1990).
Brevemente, as amostras obtidas foram misturadas com 1mL de 4cido
tricloroacético 10% e 1ml de &cido tiobarbiturico, fervidas por 15
minutos e apdés a quantidade de TBARS foi determinada pela
absorbancia em 535 nm.

- Medida dos niveis do grupo carbonil: O dano oxidativo em proteinas
foi determinado pela medida de grupos carbonil conforme previamente
descrito (Levine et al., 1990). As amostras obtidas foram precipitadas e
as proteinas dissolvidas com dinitrofenilidrazina. Os grupamentos
carbonil foram medidos pela absorbancia em 370nm.

- Atividade da superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT): A
atividade da CAT foi determinada medindo a taxa de decaimento da
absorbancia do per6xido de hidrogénio em 240 nm conforme
previamente descrito (Aebi et al., 1984; Bannister et al., 1987). A
atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da
adrenalina medida espectrofotometricamente conforme previamente
descrito (Lissi et al., 1995).

3.4.4 Barreira hematoencefalica

Para a avaliacdo da integridade da BHE os animais foram
dividios em grupo controle e grupo meningite e sofreram eutanasia em
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diferentes tempos 3, 6, 12, 18, 24 e 30 h ap6s a inducdo da meningite
por S. agalactiae, com um n = 5 — 6 animais por grupo. As estruturas
hipocampo e cértex cerebral foram retiradas posteriormente para
avaliacdo.
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Figura 5: Representacdo da indugdo da meningite, tratamento e morte dos animais
para avaliagdo da integridade da BHE. Fonte: Laboratério de Microbiologia
Experimental — UNESC.

A integridade da BHE foi investigada através do
extravasamento do corante azul de Evans (Koracevic et al., 2001). Os
animais foram anestesiados, com uma dose intraperitoneal de cetamina
(6,6 mg/kg), xilazina (0,3 mg/kg) e acepromazina (0,16 mg/kg) (Hirst et
al., 2004; Koracevic et al., 2001; Lindahl et al., 2005),e entdo
administrado por via intravenosa através da veia femoral 1 mL de azul
de Evans (1%) duas horas antes de serem mortos (Leib et al., 1996) e
em seguida o térax foi aberto e o cérebro perfundido com 200 mL de
solucdo salina através do ventriculo esquerdo na pressao de 100 mm Hg
até que o fluido de perfusdo incolor fosse obtido a partir do atrio direito.
As amostras foram pesadas e colocadas em 50% de solugdo com ac.
tricloroacético. Apds homogeneizacdo e centrifugacdo, o corante
extraido foi diluido com etanol (1:3), e determinada a sua fluorescéncia
(excitagdo em 620nm e emissdo a 680 nm). O teor de azul de Evans no
tecido foi quantificado a partir de uma linha padrdo linear derivada de
guantidades conhecidas do corante e expressa por grama de tecido
(Schaper et al., 2002).

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Para a realizacdo dos testes comportametais os animais
foram divididos em grupo controle e grupo meningite com um n = 10 -
12 animais por grupos. Ap6s 60 dias da inducdo da meningite por
S.agalactiae,no periodo neonatal, os animais foram submetidos aos
testes comportamentais de habituacdo ao campo aberto e esquiva
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inibitéria e em seguida mortos e as estrutruras hipocampo e cortex
cerebral retiradas para dosagens de BDNF e NGF.
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Figura 6: Representacdo da inducdo da meningite, tratamento e morte dos animais
para testes comportamentais e dosagem do BDNFe NGF 60 dias apés a inducao da
meningite. Fonte: Laboratério de Microbiologia Experimental — UNESC.

3.5.1 Habituagédo em campo aberto

Habituacéo a campo aberto foi realizado em um aparato de
40 x 60 cm rodeado por paredes de 50 cm de altura sendo 3 paredes de
madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo aberto foi
dividido em 9 retangulos iguais por linhas pretas, figura 7. Os animais
foram cuidadosamente colocados no quadrante traseiro esquerdo, e
deixado a explorar 0 campo por 5 min (sessao de treino). Imediatamente
apos isso, os animais foram levados de volta para a sua gaiola e 24 h
mais tarde, submetidos a uma sess@o de campo aberto semelhante
(sessdo de teste). Cruzamento das linhas pretas e levantamentos
realizada em ambas as sessdes foram contados. A diminui¢do do nimero
de cruzamentos e levantamentos entre as duas sessfes foi tomado como
uma medida da retencdo de habituacdo (Vianna et al., 2000).
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Figura 7: Teste de habituacdlo ao campo aberto. Fonte: Laboratério de
Neurociéncias, UNESC.

3.5.2 Esquiva Inibitéria

A tarefa de esquiva inibitdria foi realizada em uma caixa de
acrilico na qual o piso é formado por barras paralelas de metal (1 mm de
didmetro). Os espacos entre as barras medem 1 cm. Uma plataforma
com 7 cm de largura e 2,5 cm de comprimento é colocada junto a parede
esquerda do aparelho (Quevedo et al., 1999; Roesler et al., 2004;
Roesler et al., 2003), figura 8. Na sessdo de treino, os animais foram
colocados sobre a plataforma e mede-se o tempo que o animal leva para
descer com as quatro patas da plataforma. Esse tempo é denominado
laténcia. Imediatamente apds descer da plataforma (com as 4 patas), 0
animal recebeu um choque de 0,4 mA durante 2 segundos. Na sesséo de
teste, o0 animal foi novamente colocado na plataforma e medido o tempo
que ele levou para descer (laténcia), porém ndo foi administrado o
choque. A laténcia ¢ um parametro classico de retencdo de memdria
(Bevilagua et al., 2003; Izquierdo et al., 1998).
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AAAAAAAAA

Figura 8: Tarefa de esquia inibitoria.  Fonte:  Laboratorio  de
Neurociéncias/fUNESC.

3.6 BDNF E NGF

Para a avaliacdo dos niveis de BDNF e NGF os animais
foram dividos em grupo meningite e grupo controle, foi utilizado umn =
10 animais por grupo. Os animais foram mortos 60 dias ap6s a indugédo
da meningite por S. Agalactiae no periodo neonatal, apés a realizagéo
das tarefas comportametais.

Os niveis de BDNF e NGF foram mensurados como
previamente descrito (Barichello;Savi; et al., 2010)(Frey, 2006)
utilizando o ensaio ELISA, utilizando kits de acordo com as instrugdes
do fabricante (Chemicon, EUA) foram homogeneizadas estruturas
cerebrais em solugdo de tampdo fosfato (PBS) com um fluoreto
mfenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM e etileno-glicol-bis (2-aminoetileno)-
N,N',N'- tetracético (EGTA). As placas de microtitulacdo (96 cavidades
de fundo plano) foram revestidas durante 24 h, com as amostras diluidas
1:2 em diluente de amostra e a curva padrdo variou de 7,8-500 pg de
BDNF ou NGF. Em seguida, as placas foram lavadas quatro vezes com
diluentes de amostra. Anticorpo de coelho monoclonal anti BDNF ou
anticorpomonoclonal anti-NGF diluido a 1:1000 em diluente da amostra
foi incubada durante 3 h & temperatura ambiente. Depois da lavagem,
uma segunda incubagdo com anticorpo monoclonal de coelho de
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anticorpo peroxidase conjugado diluido de 1:000 por uma hora em
temperatura ambiente foram transportados para fora. Ap6s adicdo da
enzima estreptavidina, o substrato e solugdo bloqueadorae aquantidade
de BDNF ou NGF foram determinada por absorvancia a 450 nm. A
curva padrdo demonstrou uma relacdo direta entre a densidade Optica
(OD) e concentracdo de BDNF e NGF. A proteina total foi medida pelo
método Lowry de (1951) utilizando albumina de soro bovino como
padrdo (Lowry et al., 1951).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliacdo das citocinas, quimiocinas, mieloperoxidase,
dano oxidativo, defesa enzimaticos e permeabilidade da BHE foi
utilizado um n de 5-6 animais por grupo. As diferencgas entre 0s grupos
foram avaliadas por meio de analise de variancia (ANOVA), seguindo-
se testes post-hoc segundo o método de Student-Newman-Keuls. Os
dados do BDNF e NGF foram analisados com o teste t de Student e a
variaveis foram mostrados por média + SEM de 10 animais em cada
grupo. As diferencas entre os grupos foram avaliadas por meio de
analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls post hoc. No teste de habtuagéo ao campo aberto os grupos foram
comparados pelo teste t de Student para amostras independentes. As
diferencas entre as sessOes de treinamento e teste, dentro de cada grupo
foram analisados pelo teste t de Student pareado. Dados do teste de
habituacdo ao campo aberto foram relatados como média £ SEM. Na
esquiva inibitoria, grupos foram comparadas pelo teste de Mann-
Whitney. As diferengas entre as sessdes treino e teste foram analisados
pelo teste de Wilcoxon. Os dados obtidos na esquiva inibitoria sdo
relatados como mediana + com intervalos interquartil (25 e 75). Os
valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos
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4.RESULTADOS

4.1 CURVA DE MORTALIDADE

A taxa de sobrevivéncia foi avaliada por meio da curva de
Kaplan-Meier (Figura 9), que incluia todos os animais desde o0 momento
da infeccdo bacteriana até a 96 h apds (n=38). A partir das 48 h até o
tempo de 96 h, 67,03 % dos animais morreram pela infeccéo, sendo que
0s que sobreviveram por esse tempo foram mortos.
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Figura 9: Curva de Kaplan-Meier em ratos Wistar neonatos inoculados com S.

agalactiae. Os resultados sdo expressos como percentagem de sobrevivéncia ao
longo tempo com a morte espontanea.

4.2 AVALICOES BIOQUIMICAS

A figura 10 ilustra os efeitos da meningite ocasionada por
S. agalactiae no hipocampo dos animais. Os niveis de CINC-1
(Fig.10A) foram aumentados em 6h (p<0,001) e 12 h (p<0,05). Os
niveis de IL-1p (Fig.10B) aumentaram em 6, 12 e 24 h (p<0,05) ap6s a
indugdo da meningite. Os niveis de IL-6 (Fig.11C) aumentaram em 6,
12 e 96 h (p<0,05). Os niveis de IL-10 (Fig.10D) aumentaram em 24, 48
e 96 h (p<0,05). Quando avaliado os niveis de TNF-o. mostramos que
houve um aumento em 24 h (p<0,05) e 96 h (p<0,01) ap6s a inducéo da
meningite.
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Figura 10: Niveis de CINC-1, IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a no hipocampo apés a
indugdo da meningite por S. agalactiae. As concentracGes de CINC-1 (A), IL-1p
(B), IL-6 (C), IL-10 (D) e expressdes de TNF- a (E) foram obtidos em diferentes
tempos de 0, 6, 12, 24, 48 e 96 h de apds a indugdo da meningite. Os resultados
mostram a média + SEM de 5-6 animais em cada grupo. Simbolos indicam diferenga
estatistica quando comparado com o grupo sham * p <0,05, ** p <0,01, *** p

<0,001.
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Quando avaliados os niveis de CINC-1 (Fig. 11A) e IL-1 B
(Fig. 11B) no cortex cerebral dos animais, observamos que houve um
aumento significativo em seus niveis em 6 h (p<0,01 e p<0,05,
respectivamente). Os niveis de TNF-a, IL-6, e IL-10 ndo tiveram
alteragdes em seus niveis.
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Figura 11:Figura 11: Niveis de CINC-1, IL-1 B, IL-6, IL-10 e TNF-a no cortex
cerebral ap6s a indugdo da meningite por S. agalactiae. As concentracfes de CINC-1
(A), IL-1B (B), IL-6 (C), IL-10 (D) e expressdes de TNF- o (E) foram obtidos em
diferentes tempos de 0, 6, 12, 24, 48 e 96 h de ap6s a indugdo da meningite. Os
resultados mostram a média + SEM de 5-6 animais em cada grupo. Simbolos
indicam diferenca estatistica quando comparado com o grupo sham * p <0,05, ** p
<0,01, *
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A figura 12 mostra os niveis de TNF-a (Fig. 12A) e IL-1
(Fig. 12B) no LCR, no entanto, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre 0s grupos.
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Figura 12: Niveis de TNF-a e IL-1B no LCR ap6s a indugdo da meningite por S.
agalactiae. As concentracfes de TNF-o (A) e IL-18 (B) foram obtidos em
diferentes tempos de 0, 6, 12, 24, 48 e 96 horas apds a inducdo da meningite. Os
resultados mostram a média + SEM de 5-6 animais em cada grupo.

A atividade de MPO foi significativamente elevada em 24,
48 e 96 h no hipocampo (Fig. 13A) e em todos os tempos no cortex
cerebral apds a inducdo da meningite (Fig. 13B).
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Figura 13: Atividade da mieloperoxidase no hipocampo e cértex cerebral ap6s a
indugdo da meningite por S. agalactiae. A atividade da MPO foi obtida em
diferentes tempos de 6, 12, 24, 48 e 96 h apds a inducdo da meningite. Os resultados
mostram a média + SEM de 5-6 animais em cada grupo. Simbolos indicam diferenga
estatistica quando comparado com o grupo sham * p <0,05.
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A integridade da BHE em hipocampo (Fig. 14A) e cortex
cerebral (Fig. 14B) foi investigada usando o corante azul de Evans.
Observou-se sua ruptura entre 12 e 30 h (p<0,05) no hipocampo e entre
12 e 24 h (p<0,05) no cortex cerebral apés a inducdo da meningite.
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Figura 14: Avaliagdo da integridade da BHE foi investigada através do
extravasamento do corante azul de Evans no hipocampo (A) e cortex (B) cerebral
apds a inducdo da meningite por S. agalactiae. As amostras foram obtidas em
diferentes tempos de 3, 6, 12, 18, 24 e 30 h ap6s a inducdo da meningite. Os
resultados mostram a média + SEM de 5-6 animais em cada grupo. Simbolos
indicam diferenca estatistica quando comparado com o grupo sham * p <0,05.
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A figura 15 demonstra danos oxidativos e defesa
enzimatica no hipocampo e cortex cerebral em diferentes tempos ap6s a
indugdo da meningite. Niveis de TBARS mostraram-se aumentados no
hipocampo em 6, 12, 24, 48, 72 ¢ 96 h (p <0,05) e no cértex cerebral de
72 e 96 h (p <0,05) apds a inducdo da meningite (figura 15A). A
carbonilagcdo de proteinas foi aumentada no hipocampo e no cértex
cerebral de 6, 24, 48, 72 e 96 h (p <0,05) (figura 15B). Encontramos
uma diminuicdo da atividade da SOD no hipocampo em 6, 12, 24, 48,
72 e 96 horas (p <0,05) e no cdrtex cerebral de 6, 12, 24 e 96 h (p <0,05)
apo6s a inducdo da meningite (figura 15C). A atividade de CAT foi
aumentada no hipocampo em 6 h (p <0,05) e no cértex cerebral de 12 e
96 h (p <0,05) apos a inducdo da meningite, quando comparado com o
grupo controle (Figura 15D).
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Figura 15: Dano oxidativo e defesa enzimatica no hipocampo e cortex apds a
inducdo da meningite por S. agalactiae. Os niveis de espécies reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) (a), carbonilacdo de proteina (b),superéxido dismutase
(SOD) (c) e catalase (CAT) (d) foram obtidos em diferentes tempos de 6, 12, 24, 48,
72 e 96 h apds a inducdo da meningite. Os resultados mostram a média + SEM de 5-
6 animais em cada grupo. Simbolos indicam diferenga estatistica quando comparado
com o grupo sham * p <0,05.
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4.5 AVALIACOES COMPORTAMENTAIS

Sessenta dias apds a inducdo da meningite, com os animais
ja na fase adulta, foram realizados os testes comportamentais. No teste
de habituacdo ao campo aberto (Fig. 16A), ndo houve diferenca no
nimero de cruzamentos e levantamentos entre 0S grupos nas sessdes
treino e teste (p> 0,05), demonstrando que ndo houve nenhuma
diferenca na atividade motora, exploratéria e memoria. No teste de
esquiva inibitoria (Fig. 16B), verificou-se que houve diferenca entre as
sessdes treino e teste apds um intervalo de 1,5 h (MCP) e 24 h (MLP).
No entanto, quando avaliamos a memdria de longo prazo em 24 horas
apos a sessao treino, verificamos que o grupo meningite teve uma
diminuicdo na memoria aversiva quando comparado ao grupo sham de
longo prazo (p<0,05).
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Figura 16: Teste de habituacdo ao campo aberto (A) e esquiva inibitéria (B) em
ratos Wistar adultos submetidos a meningite no periodo neonatal. NUmero de
levantamentos e cruzamentos sdo expressos em média e desvio padrdo entre as
sessdes treino e teste (10 por grupo). * p < 0.05 comparado com a sessdo treino; # p
<0.05 comparado com o grupo sham. MCP, memoria de curto prazo/MLP, memdria

de longo prazo.
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A expressdo de BDNF e NGF sdo apresentados na figura
17A e 17B respectivamente. Os niveis de BDNF diminuiram no
hipocampo e no cdrtex cerebral quando comparados ao grupo controle
(p <0,05), no entanto os niveis de NGF diminuiram apenas no
hipocampo quando comparado ao grupo controle (p<0,05).
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Figura 17: Efeitos da meningite neonatal nos niveis de BDNF (A) e NGF (B) no
hipocampo ec6rtex cerebral em ratos adultos. Os dados séo reportados em média e
desvio padrdo. * p.<0,05 comparado ao grupo controle.
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5 DISCUSSAO

A meningite bacteriana estd associada a uma alta taxa de
morbidade e mortalidade, as razdes para o desfecho clinico desfavoravel
incluem alteragdes vasculares cerebrais, quebra da BHE, formacdo de
edema cerebral vasogénico e aumento da pressdo intracraniana (Pfister
et al., 1992). Os componentes bacterianos em conjunto com a resposta
imune do hospedeiro desencadeiam uma cascata com a producdo de
citocinas, quimiocinas, ERO e ERN, as quais desempenham um papel
crucial nos danos ocasionados pela meningite bacteriana no SNC
(Weber et al., 2007).

Nos avaliamos a taxa de sobrevivéncia através da curva de
Kaplan-Meier, que incluiu todos os animais desde o momento da
infeccdo bacteriana. A partir das 48 h até o tempo de 96 h, 67,03 % dos
animais morreram pela infeccdo, sendo que os que sobreviveram até
esse tempo foram mortos posteriormente. Outros autores ja
estabeleceram que a meningite bacteriana alcanca 100 % de mortalidade
em 72 h na auséncia de antibioticoterapia (Kim, 2010). Bekker e
colaboradores (2014) relataram que a incidéncia de infec¢do invasiva
pelo grupo B Streptococcus aumentou de 0.20 por mil nascidos vivos
em 1987, para 0,32 mil por nascidos vivos em 2011 (Bekker et al.,
2014). Apesar de haver um grande avancgo no tratamento da meningite
por S. Agalactiae, ainda existem altas taxas de mortalidade e morbidade,
fazendo com que essa doenca infecciosa esteja entre as mais
preocupantes no mundo (Mook-Kanamori et al., 2011).

Nesse estudo demonstramos a influéncia do S. agalactiae
na cinética de citocinas/quimiocinas, atividade da MPO e parametros de
estresse oxidativo de duas regides do cérebro, o hipocampo e o0 cortex
cerebral de ratos neonatos. A invasdo bacteriana no LCR estimula a
bactéria a liberar componentes tais como capsula de polissacarideo,
peptidoglicano, DNA bacteriano, e o &cido teicoico (Leib;Tauber,
1999), estimulando a ativacdo da defesa imune inata do cérebro, a
liberacdo de uma cascata de mediadores inflamatérios e recrutamento
dos leucocitos (Grandgirard;Leib, 2010). Mediadores inflamatdrios,
como quimiocinas CINC-1 e citoquinas IL-1 | e TL-6, foram produzidos
nas primeiras horas; IL-1C _permaneceu até 24 h e a IL-6 até 96 h no
hipocampo. Porém, apenas CINC-1 e IL-11 tiveram seus niveis
aumentados no cortex cerebral. IL-1 | é normalmente encontrado no
inicio da infeccdo em amostras do LCR de pacientes com meningite
bacteriana, e a sua concentragdo é significativamente correlacionada
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com parametros inflamatdrios e resultados adversos da doenga.
Entretanto, IL-6 continua presente por periodos mais longos que as
precedentes citocinas (Rusconi et al., 1991).

Baggiolini e colaboradores (1994) verificaram elevados
niveis de TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 na fase inicial da infec¢do no LCR
antes do aumento de leucdcitos. Entdo demonstrando que estas citocinas
foram produzidas a partir de células normalmente presentes no SNC
(Baggiolini et al., 1994), tais como células endoteliais, células da
microglia, e astrdcitos, o que indica que eles desempenham um
importante papel na fase inicial da reacdo inflamatdria local. Em nosso
estudo os niveis de TNF-a apresentaram-se aumentados em 24 e 96 h no
hipocampo, mas ndo no cortex cerebral de ratos neonatos apds a
infeccdo por S. agalactiae. Bogdan e colaboradores (1997) demostraram
em um estudo de modelo animal de meningite, que 0 TNF-a induziu
perda neuronal no hipocampo, um efeito que foi antagonizado pela
administragdo de anticorpos monoclonais anti-TNF-a (Bogdan et al.,
1997).

A atividade da MPO manteve-se elevada até o quarto dia
de infeccdo em ambas estruturas cerebrais. Edwards e colaboradores
(1987) demonstraram que pacientes com meningites apresentaram um
aumento da atividade de MPO em periodo prolongado, 0 que,
provavelmente é resultado de uma intensa peroxidacdo de componentes
sanguineos, tais como albumina e lipoproteinas, o que pode contribuir
para um sistémico estrese oxidativo (Edwards et al., 1987). Como
consequéncia da ativagdo, leucécitos polimorfonucleares gerariam
guantidade consideravel de espécies EROs e liberacdo de MPO (Zhang
et al., 2002). A MPO liberada no espaco extracelular expressa efetiva
atividade pré-oxidante. Miric e colaboradores (2010) demonstraram, no
soro, que a atividade de MPO e peroxidacdo lipidica permaneceram
elevadas em pacientes com meningite bacteriana ao longo do curso da
doenca (Miric et al., 2010).

Durante a ultima década, muitos estudos sobre ERO/ERN,
mostraram sua acao nas alteracbes em modelo meningite bacteriana, e
alguns deles parecem desempenhar um papel central no
desenvolvimento de complica¢Bes associadas & meningite, podendo
assim, ser associada a ativacdo imune, rompimento da BHE,
insuficiéncia vascular e lesdo neuronal (Klein et al., 2006a). Além disso
0 TNF-a, outras citocinas, quimiocinas, atividade MPO e estresse
oxidativo podem estar envolvidos na quebra da BHE. Kim e
colaboradores (1997) verificaram que a atividade de TNF-o. no LCR
estava relacionada com a passagem de albumina circulante através da
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BHE, cerca de 18-24 h ap6s a inducdo da meningite bacteriana
intracisternal (Kim et al., 1997). Neste estudo verificamos que a ruptura
da BHE iniciou em 12 h, no hipocampo e no cértex cerebral.

Segundo o0s resultados apresentados por Klein e
colaboradores (2006), a inoculacdo intracisternal de TNF-o resultou em
caracteristicas de meningite bacteriana e ruptura da BHE em ratos
(Rosenberg et al., 1995). Em estudo anterior com ratos recém-nascidos
apo6s meningite pneumocdcica houve quebra da BHE nos mesmos
tempos (Barichello;Lemos; et al., 2011). Durante todo o periodo do
estudo nds encontramos um aumento no dano oxidativo em proteinas e
na peroxidagdo lipidica, também verificamos um aumento do CINC-1,
IL-1B, IL-6, e TNF-a. no hipocampo, e uma diminui¢do na atividade
enzimatica SOD, especialmente no hipocampo.

O dano oxidativo e as atividades enziméticas de defesa
também foram alterados durante todo periodo do estudo. No entanto,
somente CINC-1 e IL-1 B aumentaram no cortex cerebral em 6 h.
Durante este periodo, houve carbonilacdo de proteinas, mas ndo houve
peroxidacdo lipidica. O perfil de atividade da catalase também se
mostrou alterado em ambas as areas, aumentando em 6 h no hipocampo
e no cortex cerebral em 12 e 96 h. A atividade de SOD diminuiu em
guase todos os tempos no hipocampo, e em 6, 12, 24 e 96 h, no cortex
cerebral. Em condi¢Ges normais, a producdo de espécies reativas €
balanceada pelo sistema de defesa antioxidante no organismo.

Entretanto, quando a geragdo de espécies reativas excede a
capacidade das defesas antioxidantes, ocorre 0 estresse oxidativo
(Droge, 2002). No entanto se o estresse oxidativo, ndo é muito intenso,
ou de muito longa duracdo a atividade da SOD pode se apresentar
aumentada, todavia se 0 estresse oxidativo persiste, ou seus niveis sdo
muito elevados os danos as proteinas tornam-se significativos e a
atividade de SOD pode se apresentar diminuida, quer seja através do
dano oxidativo das moléculas de SOD, ou através de modificacdes na
expressdo de genes da SOD, ou ambos. Em nosso estudo a atividade de
SOD estava diminuida.

No entanto, outras espécies reativas do oxigénio
provavelmente sdo originadas nas células endoteliais e ativadas na
microglia (Schaper et al., 2002). O processo inflamatério é intensificado
por EROs provocando a adesdo de leucécitos a células endoteliais,
maior liberacdo de citocinas/quimiocinas inflamatorias e a produgéo de
prostaglandinas (Klein et al., 2006a). Os astrdcitos, células da glia,
células endoteliais e macréfagos também podem produzir citocinas e
outras moléculas pré-inflamatdrias em resposta a estimulagdo (Hirst et



66

al., 2004). EROs sdo produzidas por bactérias que causam danos em
células gliais por oxidacdo de lipidios de membrana e DNA levando a
perda de integridade da membrana e deplecdo de energia,
respectivamente (Koedel et al., 1999).

O cérebro é particularmente vulnerdvel ao estresse
oxidativo por causa do alto consumo energético, presenca de acidos
graxos poli-insaturados e ferro ndo ligado as proteinas (Koracevic et al.,
2001). Leib et al. (1996 ) verificaram que ROS contribuiu para lesdo
neuronal, necrose e apoptose em um modelo animal de meningite
infantil por S. agalactiae. Além disso, o tratamento com o radical tert-
butil-fenil-nitrona evitou danos neuronais (Leib et al., 1996). Atividade
de O6xido nitrico sintase também aumentou no cérebro durante a
meningite por S. agalactiae, porém animais tratados com inibidor de
iNOS apresentaram reduzida a producdo de NO, mas aumentaram as
convulsdes, hipoperfusdo e lesdo neuronal cortical (Leib et al., 1996).

Os ratos pré-tratados com miméticos da SOD apresentaram
diminuigdo na pressdo intracranianane diminuicdo no numero de
leucécitos no LCR. Entretanto, o tratamento com CAT ndo diminuiu
estes parametros (Pfister et al., 1992). Acreditamos que, tal como
demonstrado em outros 6rgdos (Ritter et al., 2004) e em estudo
experimental com sepse (Barichello et al., 2006), um desequilibrio entre
a SOD e CAT pode ser responsavel, em parte, pela ocorréncia dos danos
oxidativos nos cérebros de ratos.

Grandgirard e colaboradores (2007) verificaram um pico
de apoptose entre 30 a 40 h ap6s a infeccdo bacteriana. Durante este
periodo, nosso estudo revelou um aumento na peroxidacdo lipidica,
carbonilagdo de proteinas, aumento da atividade da mieloperoxidase e
das citocinas. No entanto houve uma diminuicdo de na atividade de
SOD e nenhuma alteragdo na CAT (Grandgirard et al., 2007). Nesse
estudo, foi observado o0 aumento da atividade de CAT.

InfeccBes neonatais bacterianas no SNC sdo graves, a
interferéncia com a rede complexa de citocinas, quimiocinas, oxidantes
e outros mediadores inflamatdrios, podem ser responsaveis pela quebra
da BHE e tendem a agravar a doenca. H4 ainda a necessidade de novas
estratégias de tratamento adjuvante para meningite bacteriana (Tyler,
2008)

Em humanos e em modelo experimental animal, meningite
bacteriana causa dano neuronal na regido cortical e subcortical (Free et
al., 1996). Duas diferentes formas de morte celular tem sido
identificadas no giro denteado do hipocampo, uma importante regido
para o aprendizado e memoria: morte celular cléssica caspase-3-
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dependente, isto &, apoptose e afeta principalmente a zona subgranular
contendo neur6nios imaturos, enquanto a morte celular caspase-3-
independente, isto é , picnose,ocorre em toda a camada de células
granulares denteada, afetando tanto neurbnios maduros e
imaturos(Bifrare et al., 2003).

Déficit de aprendizagem e memoria sdo sequelas
neurolégicas de longa duracdo encontradas em sobreviventes de
meningite bacteriana. Na meningite pneumococica experimental em
ratos no periodo neonatal, a extensdo da apoptose e da necrose nas areas
corticais e hipocampais se correlacionaram com a extensdo do déficit de
aprendizagem (Leib et al., 2001).

Sobreviventes & meningite bacteriana sofrem com sequelas
a memdria e defcit de aprendizagem (Van De Beek et al., 2002).
Barichello et al. (2010) demonstraram que ratos adultos sobreviventes a
meningite por S. pneumoniae no periodo neonatal, apresentaram
alteragdes na memdria de habituacdo e na memdria aversiva, esse déficit
de memoria foi correlacionado a diminuicdo dos niveis de BDNF no
hipocampo (Barichello;Belarmino; et al., 2010b). Dados de Grinwood et
al (1995) e Bedford et al (2001) confirmaram também que cerca de 50%
dos sobreviventes a meningite bacteriana apresentam dano cerebral e
sequelas neuroldgicas (Bedford et al., 2001; Grimwood et al., 1995).
Neste trabalho foi demostrado a influéncia de meningite neonatal por
S.agalactiae na vida adulta dos animais, comprovando que 0s animais
apresentaram memoria de habituacdo,no entanto, na avaliagdo da
memoria aversiva, verificou-se que os animais induzidos com meningite
no periodo neonatal, apresentaram uma diminuicdo na memoria de
longa duragéo quando comparado com o grupo controle.

Os resultados do presente estudo mostram que os niveis de
BDNF estavam reduzidos no hipocampo e no cértex cerebral. Esta
neurotrofina é encontrada em varios tipos de células neuronais e é
altamente expressa no hipocampo (Han et al., 2000), evidéncias indicam
gue o BDNF é essencial na manutencdo de processos fisioldgicos
normais, e tem um papel importante na plasticidade sindptica e
potenciacdo de longa duragéo (Kang,1995). Desta maneira influencia a
aprendizagem e a memdria (Yamada et al., 2003). Além disso, Li e
colaboradores (2007) demonstraram que BDNF poderia proteger um
grande nimero de neurdnios no cdrtex cerebral cerebral e hipocampo de
lesdo cerebral inflamatéria na meningite bacteriana, um estudo anterior
também mostrou que o BDNF bloqueou a ativacdo da caspase-3 em
hipoxemia-isquemia neonatal (Li et al., 2007) (Han et al., 2000) e
guando a ativacdo desta foi inibida houve uma diminuigéo das sequelas
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neurolégicas em animais induzidos com meningites por S. agalactiae
(Irazuzta, 2008).

Em relacdo aos niveis de NGF houve diminuicdo somente
no hipocampo, no entanto, o hipocampo nédo esta exposto a bactérias ou
infiltracdo de leucdcitos diretamente, ele estd cercado por liquido
intersticial que é contigua com o LCR, permitindo que toxinas
bacterianas secretadas e mediadores do sistema imune se difundam no
parénquima (Rennels et al., 1985), ao contrario do cortex cerebral. O
NGF foi a primeira neurotrofina descoberta por seu efeito estimulador
sobre a diferenciacdo, sobrevivéncia e crescimento de neurbnios no
sistema nervoso periférico e central. Esta neurotrofina pode proteger
axonios, mielina de danos inflamatdrios e também pode modular o
sistema imune, reduzindo a magnitude de excitotoxicidade durante a
ativagdo inflamatdria aguda (Colafrancesco et al., 2011).

Um estudo com criancas revelou que depois da
recuperacdo da meningite bacteriana, significativos danos neuroldgicos
e intelectuais ainda persisitiram ap6s dez anos (Grimwood et al., 2000).
Esses achados sugerem que o modelo de meningite poderia ser um bom
instrumento de pesquisa para 0 estudo dos mecanismos biol6gicos
envolvidos nas alteracbes comportamentais resultantes de meningites
por S. agalactiae.

Embora seja dificil extrapolar nossos resultados para a
condicdo humana, a diminuicdo dos niveis de BDNF e NGF podem
estar envolvidos na patogénese de meningite no periodo neonatal que
persistem na vida adulta.
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6 CONCLUSAO

A meningite bacteriana por S.agalactiae é uma doenca
com alto indice de morbidade e mortalidade. Na fase inicial desta
infeccdo devido a liberacdo de citocinas , quimiocinas e outros
mediadores inflamatérios podem agravar a doenca, com aumento da
permeabilidade capilar, e comprometimento da BHE com rapida
progressdo da doenca. Avancos na neuroimunobiologia celular estdo
levando a uma melhor compreensdo das alteracdes decorrentes do
processo inflamatorio instalado na meningite bacteriana e das alteracdes
gue ocorrem no SNC .Uma melhor compreensédo dos eventos celulares e
moleculares envolvidos na patogénese da meningite bacteriana
possibilitara o surgimento de novas abordagens que permitam diminuir
0s agravos decorrentes desta grave infecgdo. Neste estudo observamos
gue o hipocampo, apresentava altos indices de citocinas /quimiocinas
nas fases iniciais desta infeccdo. A atividade da mieloperoxidase se
apresentava elevada até o quarto dia da infeccdo em ambas as estruturas,
hipocampo e cortex cerebral. Dano oxidativo e atividade de defesa
enziméatica estavam alterados em todas as fases deste estudo. Foi
investigada ainda, a integridade da BHE e observamos que houve a
quebra da BHE entre 12 h e 30 h no hipocampo, enquanto no cértex
cerebral foi entre 12 h e 24 h.

Alem disso, 0s animais induzidos a meningite bacteriana
por S. agalactiae no periodo neonatal apresentaram prejuizos na
memoria aversiva quando comparados com 0 grupo controle de
memoria de longa duracdo. Estes danos cognitivos foram relacionados
com a diminuicdo de BDNF no hipocampo e cortex cerebral, enquanto o
NGF apresentou diminui¢do somente no hipocampo, lesdes nesta regido
afeta diretamente a memoria. Estudos em modelo animal de meningite
podem auxiliar no melhor entendimento das sequelas cognitivas e
comportamentais a longo prazo, ocasionadas pela meningite no periodo
neonatal. Pesquisas constantes sdo necesséarias para aprofundar o
conhecimento dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos na
fisiopatologia desta doenca e, além disso, novos estudos devem
clarificar os efeitos neuroprotetores do BDNF e NGF como uma nova
terapia no tratamento da meningite por S. agalactiae. Uma melhor
compreensdo dos eventos celulares e moleculares envolvidos na
fisiopatologia da menngite possibilitard o surgimento de novas
abordagens que permitam diminuir os danos decorrentes do intenso
processo inflamatorio instalado na fase inicial desta doenca.
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. Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA !
Resolugdo

O Comité de Etica no Uso de Animais, reconhecido pela Resolugéo n. 04/2008/Camara Propex de
acordo com a Lei Federal 11.794, analisou as aulas préaticas abaixo.

Protocolo: 55/2010

Professor:
Tatiana Barichello

Titulo: Niveis de TNF-q, IL-1, IL-6, IL-10 e CINC-1 e integridade da barreira hemato-encefalica
no cérebro de ratos neonatos e jovens submetidos & meningite bacteriana por Streptococcus
agalactiae.

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos. Toda e qualquer alteragéo do
Projeto devera ser comunicado ao CEUA. Os membros do CEUA nao participaram do processo de
avaliagéo dos projetos onde constam como pesquisadores. Para demais duvidas contatar o CEUA.
www.unesc.net/propex/ceua.
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