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RESUMO

Apesar dos avangos na terapia antimicrobiana e nos cuidados intensivos
avangados, a meningite bacteriana neonatal tem uma taxa de
mortalidade superior a 10% e induz sequela neuroldgica em 20 a 50%
dos casos. Escherichia coli K1 (E. coli K1) é o organismo gram-
negativo mais comum que causa meningite neonatal. O objetivo desse
estudo foi avaliar as alteragbes imunoquimicas e bioquimicas,
integridade da barreira hematoencefalica no periodo neonatal e
parametros comportamentais na vida adulta de ratos Wistar submetidos
a meningite por E. coli K1. Para os experimentos foram utilizados ratos
Wistar que tinham 3 e 4 dias de vida e que receberam liquido
cefalorraquidiano (LCR) artificial ou 10 pL de suspensdo bacteriana
contendo E. coli K1 na concentracéo de 1 x 10° UFCol/ml, na cisterna
magna, nNos animais pertencentes ao grupo meningite. Apos 6, 12, 24, 48
e 96 h, da inducdo, os animais foram mortos. Os resultados apontam que
no hipocampo, a interleucina (IL)-4 aumentou em 96 h, IL-6 em 12, 48
e 96 h, IL-10 em 96 h e a citocina quimiotatica indutora de neutréfilos
(CINC-1) em 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h, e fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) em 48 e 96 h. No LCR, os niveis de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o) aumentaram em 6, 12, 24, 48 e 96 h. Os
parametros de estresse oxidativo, incluindo os equivalentes de
malondialdeido (MDA), formacdo de carbonilagdo de proteinas,
atividade mieloperoxidase (MPQO), superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) em 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h apo6s a infeccdo. Além disso,
0s grupos sulfidrila, os niveis de nitrito e nitrato e as atividades das
enzimas mitocondriais da cadeia respiratoria (complexo I, I1, 111 e 1V)
também foram avaliados no cortex frontal e no hipocampo. Os
resultados deste estudo demonstraram o aumento significativo da
carbonilacdo de proteina em 24, 48 e 72 h, MDA em 12, 24, 48, 72 € 96
h, MPO em 24, 48 e 72 h, e diminuicdo na atividade da SOD em 12, 24,
48 e 72 h no hipocampo de animais neonatos sobreviventes a meningite.
Atividade da CAT ndo apresentou diferanca significativa. Além disso,
observou-se também o aumento significativo da atividade do complexo
IV no hipocampo em 24 e 72 h e no cortex frontal em 24 e 96 h de ratos
sobreviventes a meningite. A quebra da BHE ocorreu as 12 h no
hipocampo e iniciou as 6 h no cortex cerebral. Assim, os resultados
deste estudo reafirmam o papel do estresse oxidativo, 6xido nitrico e
seus compostos relacionados na fisiopatologia da meningite induzida
por E. coli K1. Nos resultados dos parametros comportamentais na
idade adulta os animais foram avaliados quanto & memdria de






habituacdo, aversiva e de reconhecimento de objeto e comportamentos
do tipo depressivo. Os animais mostraram comprometimento da
memoria de habituacdo e aversiva. Desta forma este modelo animal de
meningite € uma importante ferramenta para estudar as sequelas
cognitivas e comportamentais em longo prazo induzida pela meningite
no periodo neonatal.

Palavra — Chave: Escherichia coli, meningite, memoria, Barreira
Hematoencefalica , citocinas.






ABSTRACT

Despite advances in antimicrobial therapy and advanced intensive care,
neonatal bacterial meningitis has a mortality rate greater than 10% and
induces neurological sequela in 20 to 50% of cases. Escherichia coli K1
(E. coli K1) is the most common gram-negative organism that causes
neonatal meningitis. The objective of this study was to evaluate the
immunochemical and biochemical changes, integrity of the blood-brain
barrier in the neonatal period and behavioral parameters in adult life of
Wistar rats submitted to E. coli K1 meningitis. For the experiments
Wistar rats that were 3 and 4 days old were given artificial cerebrospinal
fluid (CSF) or 10 ul of bacterial suspension containing E. coli K1 at a
concentration of 1 x 106 UFCol / ml, in the magna cistern, in the
Animals belonging to the meningitis group. After 6, 12, 24, 48 and 96 h
of induction, the animals were killed. The results indicate that in the
hippocampus, interleukin (IL) -4 increased by 96 h, IL-6 at 12, 48 and
96 h, IL-10 in 96 and neutrophil-inducing chemotactic cytokine (CINC-
1) at 6, 12, 24, 48, 72 and 96 h, and brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) at 48 and 96 h. In CSF, levels of tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) increased by 6, 12, 24, 48 and 96 h. The oxidative stress
parameters, including the equivalents of malondialdehyde (MDA),
protein carbonylation formation, myeloperoxidase activity (MPO),
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) at 6, 12, 24, 48, 72 and
96 h After infection. In addition, sulfhydryl groups, nitrite and nitrate
levels and mitochondrial activities of the respiratory chain (complex I,
I, 1l and IV) were also evaluated in the frontal cortex and
hippocampus. The results of this study demonstrated a significant
increase in protein carbonylation at 24, 48 and 72 h, MDA at 12, 24, 48,
72 and 96 h, MPO at 24, 48 and 72 h and a decrease in SOD activity in
12 , 24, 48 and 72 h in the hippocampus of neonatal animals surviving
meningitis. CAT activity did not present a significant difference. In
addition, a significant increase in IV complex activity in the
hippocampus at 24 and 72 h and in the frontal cortex in 24 and 96 h of
mice surviving meningitis was also observed. BBB rupture occurred at
12 h in the hippocampus and started at 6 h in the cerebral cortex. Thus,
the results of this study reaffirm the role of oxidative stress, nitric oxide
and its related compounds in the pathophysiology of meningitis induced
by E. coli K1. In the results of behavioral parameters in adulthood, the
animals were evaluated for habituation, aversive memory and object
recognition and depressive type behaviors. The animals showed
habituation and aversive memory impairment. Thus, this animal model






of meningitis is an important tool to study the long-term cognitive and
behavioral sequelae induced by meningitis in the neonatal period.

key-words: Escherichia coli, meningitis, memory, BBB, cytokines
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1 INTRODUCAO

1.1 MENINGITE

A meningite bacteriana é uma infeccdo do sistema nervoso
central (SNC), caracterizada por uma forte inflamacdo das meninges e
espaco subaracnoide (Grandgirard et al., 2007a), causando prejuizos
neuropsicolégicos e cognitivos, através de uma reacdo inflamatoria e
apoptética, independente do organismo patogénico (Leib et al., 1996;
Koedel e Pfister, 1999; Irazuzta et al., 2005). A meningite bacteriana
continua sendo importante causa de morbidade e mortalidade em
neonatos e criancas (De Louvois et al., 2005; Ehrenstein et al., 2005;
Kim, 2012) e deve ser diagnosticada e tratada precocemente (Celik et
al., 2007).

A meningite ocorre com maior frequéncia no periodo neonatal
gue em outros momentos da vida e contribui significativamente com os
altos indices de morbidade e mortalidade em todo 0 mundo (Osrin et al.,
2004; Furyk et al., 2011). As criangas e 0s neonatos sdo particularmente
vulnerdveis a meningite bacteriana devido a imaturidade do sistema
imune (Pong e Bradley, 1999) e a incidéncia varia entre 0,22 e 2,5 por
1000 nascidos vivos (Heath et al., 2011; Nizet, 2011).

Meningite neonatal é uma doenca caracterizada pela inflamacéo
das meninges que ocorre nos primeiros 28 dias de vida (Haussen et al.,
2005) O microrganismo causador de meningite neonatal tende a variar
de acordo com o pais, no entanto, um nimero relativamente pequeno de
agentes patogénicos como Streptococcus agalactiae e bacilos Gram
negativos como, Escherichia coli, Enterobacter sp, Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter diversus e Listeria monocytogenes (Roos e
Van De Beek, 2010). Em criancas, jovens e adultos sdo mais frequentes
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis e Haemophilus
influenzae tipo b (Hib) como causas de meningite bacteriana (Weisfelt et
al., 2006; Stephens, 2007).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que existem
cerca de cinco milhBes de mortes neonatais por ano no mundo, 98%
ocorrem em paises em desenvolvimento. A meningite neonatal esta
entre as cinco principais infeccGes causadoras de mortes (Stoll, 1997;
Furyk et al., 2011). O avanco na producdo e distribuicdo de vacinas
conjugadas de amplo espectro tem sido considerado importante na
prevencdo desta patologia (Bottomley et al., 2012).
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A meningite neonatal tem sido considerada uma enfermidade
com maior grau de dificuldade em seu diagnostico devido sua
inespecificidade dos sintomas clinicos no inicio da doenca (Akpede et
al., 1994; Mook-Kanamori et al., 2011). A imaturidade do sistema
imune é considerada uma condicdo predisponente a sepse e meningite,
sobretudo daqueles nascidos prematuramente. Com morbimortalidades
significativa apesar dos avancos na quimioterapia antibacteriana e nos
cuidados especializados (Harvey et al., 1999; Brouwer et al., 2010).

Entre os micro-organismos causadores, o S. agalactiae é o agente
mais comum de meningite neonatal (Ansong et al., 2009), sendo citado
com 52% dos casos nos Estados Unidos, com taxa de mortalidade de
aproximadamente 30% (Meli et al., 2006; Ansong et al., 2009). Em
neonatos, a meningite ocasionada pelo S. pneumoniae pode atingir de 1
a 11% e esta associada com prolongada ruptura de membrana
placentaria, prematuridade e pneumonia (Hoffman et al., 2003),
causando a infec¢do aguda mais severa no SNC. A fonte dos patégenos
normalmente é a méae ou o ambiente pds-natal, como vias de infeccdo
transplacentaria (L. monocytogenes), vertical durante o parto (E. coli e
Streptococcus B) ou horizontal ap6és o nascimento (infecOes
estafolococicas adquiridas em bercarios) (Faria e Farhat, 1999).

Apesar dos protocolos de profilaxia intraparto, o Streptococcus
do grupo B (GBS) manteve-se como a causa mais comum de sepse
neonatal e meningite desde o inicio de 1980, sendo responsavel por mais
de 40% de todas as infec¢des de inicio precoce (Heath et al., 2011; Stoll
et al.,, 2011). A E. coli é o segundo agente patogénico mais comum,
sendo isolado em 30% de todas as infeccdes de inicio precoce (Stoll et
al., 2011) que inicia nos primeiros seis dias de nascimento e reflete a
transmissdo vertical da flora do trato genital materno (May et al., 2005).
Desde a década de 90, a E. coli tem emergido como a mais comum
causa de sepse precoce e meningite em neonato muito baixo peso (MBP
, OU seja, < 1500 g de peso ao nascer ) e prematuridade (Camacho-
Gonzalez et al., 2013; Ku et al., 2015).

Entre os agentes patogénicos, E. coli é a bacteria mais comum
entre os bacilos causadores de meningite no periodo neonatal. Estirpes
de E. coli que possuem o antigeno polissacarideo capsular K1 sdo
predominantes (cerca de 80%) entre os isolados de meningite neonatal
(Korhonen et al., 1985). Estas estirpes de E. coli causam
aproximadamente 40% dos casos de septicemia e 80% dos casos de
meningite (Kim, 2008).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

O recém-nascido €é particularmente suscetivel a infeccdo
bacteriana sistémica durante as primeiras quatro semanas de vida. Em
paises em desenvolvimento, a meningite juntamente com outras
infeccdes, prematuridade e asfixia ao nascer, sdo as principais causas de
morbimortalidade (Osrin et al., 2004; Furyk et al., 2011; Birchenough et
al., 2013).

No mundo, os casos notificados de meningite bacteriana estdo em
torno de 1,2 milhdes, sendo responsaveis por 172 mil mortes anuais
(Liechti et al., 2015). No Brasil, segundo o Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo (SINAN) em 2014, foram confirmados 17.434
casos de meningites. Do total de casos, 34% (n = 5.848) foram
registrados como etiologia bacteriana. Em menores de dois anos de
idade foram confirmados 1.570 casos de meningites: 37% foram de
origem bacteriana, 41% viral, 19% ndo especificada e 1% de meningite
por outra etiologia. Entre os casos de meningite bacteriana, 34% foram
meningite meningocdécica, 47% como meningites por outras bactérias e
13% como meningite pneumocdcica (Svs, 2014).

Em paises desenvolvidos, E. coli e GBS sdo responsaveis pela
maioria dos casos de meningite bacteriana neonatal, e as bactérias
isoladas do liquido cefalorraquidiano (LCR) de neonatos infectados
invariavelmente possuem uma capsula protetora de polissacarideo. Dos
isolados de E. coli neuroinvasivos, 80 a 85% expressam a cpsula K1
(Robbins et al., 1974; Korhonen et al., 1985) que permite que essas
estirpes evitem a deteccdo por um sistema imune inato neonatal
submetido a um processo de maturacdo dependente da idade
(Birchenough et al., 2013).

A E. coli K1 é a principal causa de meningite neonatal em pré-
termos em paises em desenvolvimento e a segunda bactéria envolvida
apés o GBS em criancas a termo, esta associada & infecgdo urinaria
durante a gestacdo (Houdouin et al., 2002; Gaschignard et al., 2012). As
taxas de mortalidade por E coli em neonatos sdo altas, semelhantes a
meningite pneumocdcica, em torno de 15% a 40%. Aproximadamente
50% dos sobreviventes de meningite apresentam sequelas neurologicas,
como alteracdo de comportamento, perda auditiva, retardamento mental,
anormalidades motoras, convulsbes e prejuizo na aprendizagem
(Bonacorsi e Bingen, 2005; Allocati et al., 2013).

Nos Estados Unidos, dados revelaram uma incidéncia anual de
meningite bacteriana de 3 a 6 casos, na Franca de 2,23 casos por
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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).

Dois tercos das mortes por meningite em paises de baixa renda
ocorrem entre criangas menores de quinze anos de idade (Kim, 2010). A
meningite bacteriana ocorre em até 15% dos recém-nascidos com
bacteremia. Entre as criancas com doenca invasiva por GBS de 5 a 10%
com infeccBes de inicio precoce e 25% das criancas com infecgbes de
inicio tardio tm meningite (Jordan et al., 2008; Phares et al., 2008).
Aproximadamente 430 milhGes de pessoas vivem na &rea conhecida
como “cinturdo da meningite”, na Africa subsaariana, que abrange desde
0 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).

Na Franga, GBS e E. coli sdo responsaveis por mais de 80% das
bactérias envolvidas na meningite neonatal precoce e tardia
(Gaschignard et al., 2011) como em outros paises desenvolvidos (Holt et
al., 2001; May et al., 2005) como Suécia, Italia, Noruega e demais
paises europeus (Allocati et al., 2013). Em dados franceses de 2001-
2007, a mortalidade de meningite por E. coli e GBS foram comparaveis
entre 12 e 13% (Gaschignard et al., 2012). Ainda na Franca foram
pesquisados pacientes menores de 18 anos com meningite por E. coli em
233 unidades de pediatria e 168 laboratérios nos anos de 2001 a 2013.
Verificou-se que a meningite por E. coli foi sete vezes mais frequente
em recém nascidos prematuros que a termo. A incidéncia mundial foi de
5,3 para 100.000 habitantes. No Reino Unido e na Irlanda foram de
quatro para cada 100.000 habitantes. A taxa de mortalidade foi de 9,2%,
sendo duas vezes maior em recém-nascidos prematuros. A maior parte
dos casos de meningite por E. coli ocorreu na faixa etaria 0-3 dias e de
11-15 dias de nascimento (Basmaci et al., 2015).

A taxa de letalidade para paises desenvolvidos é de 4,5%,
enquanto que em paises com baixa renda varia de 15 a 50% (Molyneux
et al., 2002; Brandt, 2010). Mesmo com o advento dos antibioticos, as
taxas de morbidade e mortalidade associadas & meningite bacteriana
permanecem elevadas (Koedel e Pfister, 1999; Mook-Kanamori et al.,
2011).
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1.3 FISIOPATOLOGIA

Na meningite bacteriana o processo infeccioso ocorre com a
invasdo e proliferagdo bacteriana no espaco intravascular e desta forma a
maioria dos micro-organismos causadores da patologia, conseguem
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e adentrar ao espago
subaracndideo. A meningite bacteriana neonatal pode ocorrer pela
invasdo do micro-organismo no SNC através da méde pelo trato vaginal
(May et al., 2005), principalmente no trabalho de parto, quando os
micro-organismos deslocam-se da vagina para o liquido amni6tico ou ha
ruptura das membranas (Verani et al., 2010). Apos atingir um limiar de
bacteremia (> 103 unidades formadoras de coldnia por mililitro de
sangue), a E. coli K1 penetra na BHE e invade o SNC (Kim, 2001;
2008). No SNC, a bacteremia e a ativacdo de células imuno residentes
induzem a liberacdo de moléculas pré-inflamatdrias que aumentam a
permeabilidade da BHE e atraem um grande nimero de leucécitos para
0 LCR, processo denominado de pleocitose (Scheld et al., 2002; Kim,
2003; Xie et al., 2004).

Ao atravessar a BHE, o micro organismo prolifera-se no SNC,
resultando em inflamacéo, que é responsavel pela maioria dos sintomas
da infecgdo do SNC, inclusive instabilidade na temperatura, convulsdes,
irritabilidade ou letargia e mé alimentagdo ou vémitos e estado mental
alterado. A inflamacdo também aumenta a permeabilidade da BHE, o
gue pode causar seu rompimento e comprometer ainda mais a
integridade do SNC (Somand e Meurer, 2009).

Uma vez alcangado o SNC, o micro-organismo pode replicar-se
dentro do espago subaracndideo concomitantemente com a liberagdo dos
produtos bacterianos que conduzem a uma resposta inflamatoria (Koedel
et al.,, 2010). Os compostos bacterianos, conhecidos como padrfes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) sdo altamente
imunogénicos e provocam intensas respostas inflamatdrias no
hospedeiro. Estes compostos sdo reconhecidos pelas células
apresentadoras de antigenos através da ligacdo aos receptores de
reconhecimento de padres (PRRs), incluindo os receptores Toll-like
(TLRs) (Hanke e Kielian, 2011).

Apos a liberacdo de lipopolissacarideo (LPS) por E. coli inicia-se
a sinalizacdo intracelular, que depende da transmissdo de sinal do
dominio citoplasmatico do TLR ao receptor de interleucina-1 associado
a quinase 4 (IRAK-4), sendo este ativado (Cohen, 2002). A ativacédo de
IRAK-4 ¢é facilitada pela proteina de diferenciacdo mieldide 88
(MyD88). O IRAK-4 estimula, entdo, o fator associado ao fator de
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necrose tumoral (TRAF) e, consequentemente, o fator associado ao fator
de necrose tumoral quinase (TRAK) (Annane et al., 2005). Em seguida,
o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) é liberado e se desloca
para o nlcleo da célula, que se liga ao DNA, ativando centenas de genes
especificos que promovem a expressdo génica de moléculas pro-
inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ a
interleucina (IL) 1B ¢ também moléculas anti-inflamatdrias como a IL-

10 (Zingarelli, 2005; Wang et al., 2016) (figura 1).
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Figura 1 - Fisiopatologia da meningite bacteriana por E. coli. Fonte do autor. E.
coli: Escherichia coli; IxB: Inibidor de fator nuclear kappa B; IKK: Inibidor de
IkB quinase; IRAK4: receptor de interleucina associado a quinase 4; LPS:
Lipopolissacarideo; MyD88: Fator de diferenciacdo mieldide 88; NF-kB: fator
nuclear kappa B; TAK1: fator associado ao crescimento quinase 1; TRAF 6:

fator associado ao fator de necrose tumoral 6.
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Devido a produgdo de citocinas e quimiocinas, leucdcitos
polimorfonucleares sdo atraidos e ativados. O sialyl-Lewisx, um
sulfatado de glicoproteinas presente na superficie dos leucdcitos,
importante na ligagdo e rolamento de leucdcitos, liga-se as proteinas
selectina P e E nas células endoteliais. As citocinas inflamatérias, tais
como o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) também sdo necessarias
para induzir a expressdo de moléculas de adesdo ICAM-1 e ICAM-2. A
ligacdo entre as células endoteliais e as ICAM-1 permite a passagem de
neutréfilos em direcdo ao gradiente de concentracdo de substancias
quimioatraentes (Hanna e Etzioni, 2012) (figura 2).

Consequentemente, grandes quantidades de espécies reativas ao
oxigénio (ERO) sdo produzidas (Kastenbauer et al., 2002a), levando a
peroxidacéo lipidica, quebra no DNA, dano mitocondrial e nitracdo da
tirosina, efou diminuicdo das defesas antioxidantes, provocada pelo
estresse oxidativo (Klein et al., 2006). Esses eventos inflamatorios
podem causar danos cerebrais como edema cerebral, aumento da presséo
intracraniana, hipoxemia, além de problemas trombéticos e vasculite
com a lesdo neuronal e repercussdes locais ou difusas, muitas vezes
irreversiveis (Brandt, 2010).

A lesdo microvascular através do dano oxidativo (Schaper et al.,
2002) e a alteragdo inflamatdria dos vasos resulta na perda da auto-
regulacdo vascular cerebral, vasoespasmo e trombose reversivel ou
permanente. A vasculatura cerebral de recém-nascidos é particularmente
suscetivel & vasculite. Muitas vezes resulta no desenvolvimento de
necrose cortical, o que leva déficits sensorio-motor, epilepsia e cegueira
cortical (Weisfelt et al., 2006), podendo ocorrer apoptose no giro
denteado de células hipocampais que esti associada a disfungdo da
meméria e da aprendizagem em sobreviventes de meningite (Leib et al.,
2003).
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Figura 2 - Migracéo dos leucocitos adaptado de Barichello et al., 2013.

1.4 CITOCINAS E QUIMIOCINAS

Muitas células cerebrais como astrdcitos, células gliais, células
endoteliais, células ependimais e macréfagos residentes podem produzir
citocinas e moléculas pro-inflamatérias em resposta a replicacdo
bacteriana e seus componentes (Kronfol e Remick, 2000; Van De Beek
et al., 2004; Barichello et al., 2014b). A resposta defensiva ocorre apds a
interacdo entre 0 micro-organismo e o hospedeiro, que envolve tanto
componentes do sistema imune humoral como o celular (Mook-
Kanamori et al., 2011). Em condic¢Bes patoldgicas como inflamacdes
agudas, cronicas ou dano tecidual, o sistema imune é ativado e ocorre
um aumento da producdo de macréfagos, liberagéo de citocinas, como o
TNF-a, IL 1B e IL-6 (Janeway e Travers, 2014) e seus receptores tém
sido produzidos pelo proprio SNC, principalmente pelos astrocitos e
microglia (Muller e Ackenheil, 1998) (figura 3).
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Figura 3 - Representacdo das principais citocinas secretadas pelos macréfagos
em resposta a produtos bacterianos. Adaptada de Janeway e Travers 2014.

O TNF-o é uma citocina produzida em resposta as lesdes
inflamatorias, infecciosas ou estimulada por macrofagos, linfécitos,
neutréfilos e células estruturais, tais como fibroblastos, células
musculares lisas, astrocitos e microglia (Kronfol e Remick, 2000). Esse
mediador é uma citocina de relevancia na resposta inflamatoria prévia,
sendo considerada uma molécula pro-inflamatéria, que aumenta a
resposta imune para acelerar a eliminacdo do patégeno e melhorar a
eficacia no processo inflamatério (Sellner et al., 2010). Os niveis
elevados de TNF-a tém sido relacionados com os efeitos patoldgicos em
uma variedade de doengas infecciosas, neuroldgicas, neurodegenerativas
e condicBes neurotoxicas (Sharief et al., 1992; Sriram e O'callaghan,
2007; Barichello et al., 2009). O TNF-a possui efeitos citotoxicos,
atividade antiviral e ativa o fator de transcrigdo e de regulacdo da
resposta imune. Além disso, estimula a liberagdo de IL-1B no SNC, que
por sua vez é essencial para a producédo de IL-6 (Rusconi et al., 1991).
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A citocina pré-inflamatéria IL-1B possui capacidade de induzir
grande quantidade de genes, geralmente ndo expressos em estados
normais de salde, e aumenta a expressdo de quase todas as outras
citocinas, tais como: o TNF-o, IL-6 e quimiocinas, bem como,
moléculas de adesdo. Essa citocina age como estimulante de medula
6ssea, aumentando o nUmero de células progenitoras mielGides e
promovendo a liberagcdo de neutrdfilos, o que resulta em neutrofilia
(Dinarello, 2005).

A citocina IL-6 é uma proteina pré-inflamatéria produzida
durante a resposta de fase aguda a estimulos, como trauma, insulto
cirdrgico ou infeccdo (Janeway e Travers, 2014). Tem um importante
papel na formacéo da meméria, aprendizagem, cognicao e emocdo. Atua
na inducdo de proteinas de fase guda e seus efeitos séo
predominantemente pro-inflamatérios (Gruol e Nelson, 2005; Nelson et
al., 2012). Também atua como uma citocina anti-inflamatoria,
importante na meningite bacteriana, reduzindo a infiltracdo de
leucocitos, ou seja, sua falta aumenta a resposta inflamatéria, mas
contribuindo para 0 aumento da pressdo intracraniana, aumentando a
permeabilidade da BHE (Nelson et al., 2012).

A IL-10 é uma citocina produzida pelos mondcitos, macréfagos,
linfdcitos B e T, neurdnios e células da neuroglia sendo responsavel pela
inibicdo de producdo de citocinas pro-inflamatorias, estimulacdo de
macréfagos e reducdo da fagocitose de neutrofilos (Mook-Kanamori et
al., 2011). Est4 também envolvida no controle das reacfes da imunidade
natural e da imunidade mediada por células (Abbas et al., 2012).

A citocina quimiotatica indutora de neutréfilos-1 (CINC-1) é uma
quimiocina envolvida no recrutamento de neutrdfilos para o SNC e
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 o equivalente a citocina IL-8 para humanos. A IL-8 é uma citoquina
guimioatratante produzida por uma variedade de tecidos e células
sanguineas como macrdfagos, células epiteliais e linfocitos T, esta
quimiocina é um dos principais mediadores da resposta inflamatéria
(Bickel, 1993) e esta envolvida na regulagdo e crescimento em seres
humanos e elevada expressdo esta associada a uma gama de doencas
inflamatérias (Abdelmoez et al., 2014).

As quimiocinas relacionadas na fisiopatologia da meningite em
humanos séo as IL-8, proteina quimioatrativa de monécitos (MCP-1) e
interferon gama de proteina indutivel (IP-10). Estas quimiocinas sdo as
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responsaveis pela atracdo para o SNC de neutréfilos, mondcitos e
linfocitos T ativados (Grygorczuk et al., 2001).

1.5 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF)

As neurotrofinas formam uma familia de proteinas com
caracteristicas estruturais semelhantes, por possuirem um gene ancestral
comum. Sua principal funcéo é regular o desenvolvimento, manutengdo
e funcdo dos neurdnios do SNC e do sistema nervoso periférico (SNP),
incluindo controle da funcdo, plasticidade sindptica e modulagdo da
sobrevivéncia neuronal (Harada et al., 2007).

O fator neurotroéfico derivado do cérebro (BDNF) é um
componente das neurotrofinas e o mais difundido fator de crescimento
no cérebro, exercendo efeitos na transmissdo sindptica, estimulagdo
neurogénica e esta envolvida em processos de plasticidade sinaptica,
sendo produzido principalmente pelas células da glia e pelos nucleos
neuronais (Martinez-Levy e Cruz-Fuentes, 2014).

Cada neurotrofina se liga a um tipo de receptor Trk. O BDNF se
liga ao TrkB, para promover plasticidade neuronal, contudo, pode se
ligar também ao receptor de neurotrofina de baixa afinidade p75
(p75NTR) e induzir morte celular programada. Estes efeitos opostos do
BDNF sdo importantes para a regulagdo de neurbnios em
desenvolvimento (Kimura et al., 2016).

O BDNF ¢é uma proteina responsavel pelo processo de
neurogénese, atuando na capacidade que o SNC possui de modificar
algumas das suas propriedades morfolédgicas e funcionais em resposta a
alteragdes, incluindo influéncia do meio ambiente, estado emocional e
cognicdo (Huang et al., 2008; Sen et al., 2008). Dos vérios fatores de
crescimento, o BDNF é produzido durante toda a vida para preservar as
fungdes essenciais como aprendizagem e memoria (Della et al., 2013).
Em um estudo de Barichello (Barichello et al., 2010a) e colaboradores
foi evidenciado uma correlacdo entre os baixos niveis de BDNF e a
presenca de déficits comportamentais em ratos submetidos a meningite
neonatal por S. pneumoniae.

A utilizacdlo de BDNF exo6geno mostrou ser eficaz na
neuroprotecdo em ratos submetidos a meningite bacteriana
experimental, sendo postulado que este mediador poderia estar
envolvido na homeostase do célcio neuronal, na prevencdo da morte
celular pela modula¢do de ERO e por apoptose (Grandgirard e Leib,
2006; Li et al., 2007).
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1.6 BARREIRA HEMATOENCEFALICA (BHE)

A BHE é uma barreira estrutural e funcional formada pelas
células endotelias, astrécitos e pericitos. Essas células mantém o
microambiente neural regulando a passagem de moléculas para dentro e
para fora do cérebro e protegendo-o de quaisquer micro-organismos e
toxinas que circulam no sangue (Kim, 2003; 2008). A BHE néo apenas
gera um ambiente estavel para a funcdo neural, mas também mantém a
composicdo idnica 6tima para a funcdo de sinalizacdo sindptica, sendo
responsavel pela separacdo da circulacdo sistémica do SNC (Sellner et
al., 2010).

Um crescente numero de resultados in vitro e in vivo sustentam a
ideia de que os astrécitos sdo células excitaveis e desempenham um
papel importante no processamento de informagfes e modulacdo da
atividade neuronal (Giaume et al., 2010). Neste sentido o papel dos
astrocitos 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 interacdo 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 Unico peridcito
pode estar em contato com varias células endoteliais, permitindo uma
camada adicional de comunicacéo e de estabilidade mecénica dos vasos.
Os pericitos sdo células cerebrais contrateis que regulam o fluxo
sanguineo capilar desempenhando um papel importante na manutencéo
da BHE com a auto-regulacdo e homeostase cerebral (Armulik et al.,
2005). Foi determinado em estudos in vivo que as interacGes de pericitos
com células endoteliais sédo criticas para regular a BHE e que a ruptura
dessas interacGes 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 as metaloproteinases de
matriz  (MMPs), que regulam a integridade da BHE
(Thanabalasundaram et al., 2010).

As bactérias podem atravessar a BHE por diversos mecanismos:
via transcelular, paracelular transversal e em fagocitos infectados. A via
transcelular refere-se & penetragdo microbiana através de células de
barreira sem qualquer evidéncia de microrganismos entre as células ou
de interrupcdo das juncdes intercelulares. A via paracelular o micro-
organismo atravessa a BHE entre as células da barreira com e/ou sem
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evidéncia de interrupcdo das juncdes. O mecanismo de cavalo de Tréia
envolve penetragdo microbiana das células da barreira usando
transmigracdo dentro os fagocitos infectados. A S. pneumoniae, a S.
agalactiae e a E. coli podem atravessar a BHE através do mecanismo
transcelular (Kim, 2003). A travessia transcelular ocorre quando o
micro-organismo penetra as células sem qualquer evidéncia intracelular
de dano (Kim, 2008) (figura 4).
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Figura 4 - Travessia da barreira hematoencefalica pelo mecanismo transcelular
por E. coli através de células endoteliais microvasculares cerebrais. Fonte:
(Kim, 2003).

1.7 ESTRESSE OXIDATIVO

A instalacdo do estresse oxidativo decorre de um desequilibrio
entre os fatores pro-oxidantes e antioxidantes (Barbosa et al., 2010), em
favor da geracdo excessiva de espécies reativas ou em detrimento da
remocdo desses (Halliwell e Whiteman, 2004; Halliwell e Gutteridge,
2007). O sistema de defesa antioxidante tem o objetivo primordial de
manter o processo oxidativo dentro dos limites fisiologicos e passiveis
de regulacdo, impedindo que os danos oxidativos se ampliem
culminados em danos sistémicos irreparaveis. Os mecanismos de
geracdo de radicais livres ocorrem, sobretudo, nas mitocondrias,
membranas celulares e no citoplasma. (Barbosa et al., 2010).

Os radicais livres sdo moléculas com um ou mais elétrons
desemparelhados em orbitais atdbmicos ou moleculares (Halliwell e
Whiteman, 2004; Halliwell e Gutteridge, 2007). As ERO podem ser
definidas como moléculas derivadas da reducdo parcial do oxigénio
molecular que reagem com moléculas organicas e sdo citotdxicas,
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podendo induzir a morte celular neuronal. Em baixas concentragoes,
essas moléculas atuam em processos celulares de defesa contra agentes
patogénicos e reposta mitogénica (Valko et al., 2007).

Os mecanismos de defesa contra o excesso de ERO envolvem a
atividade de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. No grupo de
defesas enzimaticas antioxidantes encontram-se as enzimas superoxido
dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT).
Enquanto que no grupo de antioxidantes ndo-enzimaticos estdo acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa,
carotenoides, flavondides e outros (Valko et al., 2007). Em condices
normais, a producdo de espécies reativas é balanceada pelo sistema de
defesa antioxidante no organismo. Entretanto, quando a geracdo de
espécies reativas excede a capacidade das defesas antioxidantes, ocorre
0 estresse oxidativo (Droge, 2002).

O processo de estresse oxidativo é determinado pelo balango
entre a quantidade de espécies oxidantes geradas e a capacidade dos
processos metabolicos de produzir antioxidantes (Halliwell e Whiteman,
2004). O SNC ¢ especialmente vulneravel aos efeitos deletérios do
estresse oxidativo, e isso ocorre devido a presenca de acidos graxos
poli-insaturados, que podem ser alvos das ERO, e por possuir uma baixa
concentracdo das defesas antioxidantes (De Menezes et al., 2009).

Na meningite bacteriana, a inflamacdo ocasionada pelo micro-
organismo aumenta a producdo de leucécitos polimorfonucleares que
provoca a lise celular bacteriana e, simultaneamente, os leucdcitos
aumentam a liberacdo de ERO, como o radical anion superdxido (0,*),
peroxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH®) resultando
em dano endotelial e aumento da permeabilidade da BHE (Leib e
Téauber, 1999; Kastenbauer et al., 2002a). Apo6s a interacdo entre o
micro-organismo e 0 hospedeiro ocorre a resposta de defesa, que
envolve tanto componentes do sistema imune humoral como o celular.
As células mononucleares desempenham um papel fundamental,
liberando uma variedade de interleucinas e uma série de outras
moléculas, como quimiocinas, mediadores lipidicos como o fator
ativador de plaquetas, prostaglandinas, leucotrienos e ERO (Brandt,
2010). A producdo macica de ERO leva a danos colaterais que
contribuem para processos neuroinflamatorios e a propagacédo da doenca
(Klein et al., 2006).
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1.8 JUSTIFICATIVA

A meningite bacteriana mesmo com todos 0s avangos no
diagndstico e na terapéutica dos Ultimos anos, ainda constitui uma
ameaca a vida em todos 0s grupos etarios, as taxas de morbidade e
mortalidade por meningite neonatal continuam altas e as sequelas
neurolégicas incluem a perda de audicdo, convulsdes, déficits
neuroldgicos focais, aprendizagem e perda de memdria. Conhecer um
pouco mais sobre a fisiopatologia da meningite neonatal por E. coli se
torna necessario na tentativa de minimizar os danos ocasionados pelo
patégeno e também pela resposta imune exacerbada do hospedeiro.
Como hipotese foi levantada que a meningite neonatal pode causar
prejuizo cognitivoem longo prazodesencdeado pela resposta imune
inata.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar as alteragBes imunoquimicas e bioguimicas, integridade
da barreira hematoencefalica no periodo neonatal e pardmetros
comportamentais na vida adulta de ratos Wistar submetidos a meningite
por E. coli K1.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Analisar os niveis de TNF-o, IL-4, IL-6, IL-10, CINC-1 e BDNF no
hipocampo e no LCR os niveis de TNF-a. em ratos neonatos em 6,
12, 24, 48 e 96 horas ap06s a inducdo da meningite por E. coli K1.

v" Avaliar o dano oxidativo e defesa enziméatica antioxidante no
hipocampo e cértex frontal em ratos Wistar neonatos em 6, 12, 24,
48, 72 e 96 horas ap06s a inducdo da meningite por E. coli K1.

v Avaliar a atividade dos complexos LI, 11l e IV da cadeia respiratéria
mitocondrial no hipocampo e cértex frontal em ratos em ratos
Wistar neonatos em 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s a inducdo da
meningite por E. coli K1.

v Avaliar a integridade da BHE no hipocampo e cortex cerebral em
ratos em ratos Wistar neonatos nos tempos de 6, 12, 18, 24 e 30
horas apos a indugdo da meningite pela E. coli K1.

v Avaliar a memoria de habituacdo, memdria aversiva e meméria de
reconhecimento de objetos novos e comportamento semelhante a
depressdo em ratos Wistar adultos submetidos a meningite por E.
coli K1 no periodo neonatal.

v Analisar através da curva de Kaplan-Meier a sobrevivéncia de ratos
Wistar neonatos apés a inducdo da meningite por E. coli K1.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE REALIZAGCAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia
Experimental, Laboratério de Neurociéncias e Laboratério de
Fisiopatologia Experimental da Universidade do Extremo Sul
Catarinense - UNESC, Laboratério Imunofarmacologia da Universidade
Federal de Minas Gerais - UFMG. Todos os procedimentos foram
aprovados pela Comissdo de FEtica em Uso de Animais UNESC
165/2008 e 11/2010 (anexo 1 e 2) e estdo de acordo com o Instituto
Nacional de Salde Guia para o Cuidado e Utilizacdo de Laboratério
Animais (NIH Publica¢Ges No. 80-23).

3.2 ORGANISMO INFECTANTE

O micro-organismo, E. coli K1, proveniente do Instituto Adolfo
Lutz, foi cultivado em 10 ml de caldo Todd Hewitt, Himedia®, 24 horas
antes do procedimento. No dia do experimento, a cultura foi diluida em
meio fresco e obtido crescimento até a fase logaritmica, em seguida foi
centrifugada durante 10 min a 5000 x g e novamente suspensa em
solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) para uma concentracdo 1x10°
UFCol/mL. O tamanho do inoculo foi confirmado por culturas
guantitativas (Grandgirard et al., 2007a; Barichello et al., 2010a).

3.3 PROTOCOLO PARA INDUGAO DA MENINGITE

Foram utilizados ratos Wistar machos (15 a 20 g de peso
corporal), provenientes do biotério da UNESC. Todos os procedimentos
de inducéo da meningite e inocula¢Bes bacterianas foram realizados sob
anestesia, composta de uma administracdo intraperitoneal (i.p.) de
cloridrato de cetamina (6,6 mg/kg) e cloridrato de xilazina (0,3 mg/kg)
(Grandgirard et al., 2007b; Hoogman et al., 2007).

Os animais foram submetidos a uma puncdo na cisterna magna
com uma agulha de calibre 23. Os animais receberam 10 pL de LCR
artificial estéril ou um volume equivalente de suspenséo de E. coli K1.
No momento da inoculagéo, os animais receberam reposi¢éo volémica e
foram subsequentemente devolvidos as suas gaiolas (Irazuzta et al.,
2002; lrazuzta et al., 2008). Apo6s a recuperacdo da anestesia, 0s animais
retornam a caixa moradia com suas maes.
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Dezoito horas apés a inducéo a meningite foi confirmada por uma
cultura quantitativa de 5 pL de LCR obtido por puncéo da cisterna
magna (Grandgirard et al., 2007a; Grandgirard et al.,, 2007b;
Grandgirard e Leib, 2010). Os animais submetidos aos testes
comportamentais 60 dias apds 0 nascimento receberam tratamento com
antimicrobiano (100 mg/kg de ceftriaxona) a cada 12 h durante 7 dias.

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para avaliacdo da concentragéo de citocinas (TNF-a, IL-4, IL-6,
IL-10), quimiocinas (CINC-1) e BDNF os animais foram randomizados
e divididos em 6 grupos experimentais: controle; meningite 6 horas;
meningite 12 horas; meningite 24 horas; meningite 48 horas e meningite
96 horas, com um n de 4-6 animais por grupo. Os animais foram
eutanasiados por decapitacdo nos tempos acima descritos apds a inducéo
da meningite e em seguida a retirada do hipocampo foi imediatamente
isolada e armazenada a -80 °C para posterior analise. (cor vermelha,
figura 5).

Para avaliacdo dos pardmetros de estresse oxidativo, defesa
enzimativa e atividade dos complexos mitocondriais os animais foram
randomizados e divididos em sete grupos experimentais: controle;
meningite 6 horas; meningite 12 horas; meningite 24 horas, meningite
48 horas, meningite 72 horas e meningite 96 horas, com um n de 6
animais por grupo, totalizando 42 animais.

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo nos tempos acima
descritos apds a inducdo da meningite e em seguida as estruturas
cerebrais hipocampo e cortex cerebral foram imediatamente isoladas e
armazenadas a -80 °C para posterior analise dos niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) , carbonilacdo de proteinas,
acido ditionitrobenzéico (TMB), nitrito/nitrato, atividade de
Mieloperoxidase (MPO), Superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e atividade dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial (cor azul,
figura 5).

Para avaliacdo da integridade da BHE, os animais foram
divididos em 2 grupos experimentais: controle (n = 6) e meningite (n =
6) e eutanasiados em diferentes tempos: 6, 12, 18, 24 e 30 h ap6s a
indugdo da meningite. O total de 60 animais para avaliagdo da
integridade da BHE (Cor verde, figura 5).
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MDA, carbonilacéio de proteinas, TMB, nitrito/nitrato,
MPO, SOD, CAT e complexos |, 11, 11l 1V da cadeia
respiratoria mitocondrial
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Figura 5 - Linha de tempo representativa para avaliagdo dos parametros de
citocinas, quimiocinas, estresse oxidativo, defesa enzimatica, cadeia respiratoria
mitocondrial e integridade da BHE. Fonte do autor, 2017

Protocolo para os testes comportamentais: a meméria de longa
duracdo foi avaliada através das tarefas de esquiva inibitdria, esquiva
inibitoria de treinos continuos, reconhecimento de objetos e no teste de
habituacdo ao campo aberto. Os parametros semelhantes a depressao
foram avaliados através do teste de nado forcado.

Os animais foram divididos em dois grupos: controle e meningite
(n = 12 animais em cada grupo), total de 120 animais. Dezoito horas
apo6s a inducdo da meningite os animais receberam tratamento com
Ceftriaxona 100 mg/Kg via i.p. a cada 12 horas durante 7 dias
(Barichello et al., 2013a) e permaneceram com as maes até o desmame,
realizado no 21° dia de vida. Ao completarem sessenta dias de vida, 0s
animais foram submetidos aos testes comportamentais (Figura 6).
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Figura 6 - Linha de tempo representativa para avaliagdo de pardmetros
comportamentais. Fonte do autor, 2017.

3.5 AVALIACAO DOS NIVEIS DE TNF-A, IL-6, IL-4, IL-10 E
CINC-1

Os animais foram mortos por decapitacdo ap0s anestesia, nos
tempos j& descritos, e o0 hipocampo removido e imediatamente isolado e
armazenadas a -80 °C para posteriores analises.

As estruturas foram homogeneizadas em solucdo de extracéo
(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 benzet6nio, 10 mmol/L de EDTA e 20 de Kl a
aprotinina, utilizando Ultra-Turrax (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). O
homogenato do hipocampo foi centrifugado a 3000 x g durante 10 min a
4 °C e os sobrenadantes 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, Minneapolis,
MN).
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3.6 AVALIACAO DOS NIVEIS DE BDNF

Os niveis BDNF foram mensurados por ensaio imunoenzimatico,
utilizando-se Kits comerciais de acordo com as instru¢fes do fabricante
(BDNF de Chemicon, EUA). Resumidamente, fatias de hipocampo
foram homogeneizadas em tampéo fosfato (PBS) com 1 mM de fldor
fenilmetilsulfonil (PMSF) e etileno glicol 1mM bis (2-aminoetil éter)-N,
N, N'N" &cido tetra acético (EGTA). Placas de microtitulacdo (96 pocos
de fundo plano) foram revestidas por 24 h com as amostras diluidas 1:2
em diluente de amostra.

Entdo, as placas foram lavadas quatro vezes com diluentes
amostras. Anticorpo monoclonal de rato anti-BDNF, foi diluido 1:1000
em diluente de amostra e foram incubadas por 3 h em temperatura
ambiente. Apds a lavagem, uma segunda incubagdo com anti-rato
conjugado 1:1000 do anticorpo peroxidase diluida para 1 h em
temperatura ambiente foi realizado.

Apos a adicdo de estreptavidina-enzima-substrato, e a quantidade
de BDNF, foi determinada para absorbancia de 450 nm. A curva padréo
demonstrou uma relagcdo direta entre a densidade Optica (DO) e a
concentracdo de BDNF. A proteina total foi medida pelo método de
Lowry (1951) usando soro albumina bovina como padrdo (Lowry et al.,
1951).

3.7 DANO OXIDATIVO E DEFESA ENZIMATICA

3.7.1 Medida de substancias reativas ao A&cido tiobarbitlrico
(TBARYS)

Como indicio de peroxidacdo lipidica foi medido niveis de
TBARS durante uma reacdo acida aquecida como previamente descrito
(Draper e Hadley, 1990). Brevemente, as amostras obtidas foram
misturadas com 1 ml de &cido tricloroacético 10% e 1ml de &cido
tiobarbitdrico, fervidas por 15 minutos e apds a quantidade de TBARS
foi determinada pela absorbancia em 535 nm.

3.7.2 Medida do dano oxidativo em proteinas do grupo carbonil
O dano oxidativo em proteinas foi determinado pela medida de

grupos carbonil conforme previamente descrito (Levine et al., 1990).
Brevemente, as amostras obtidas foram precipitadas e as proteinas
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dissolvidas com dinitrofenilidrazina. Os grupamentos carbonil foram
medidos pela absorbancia em 370 nm.

3.7.3 Medida do dano oxidativo em proteinas do grupo sulfidrila

O dano oxidativo em proteinas foi determinado pela medida dos
grupamentos sulfidrila conforme previamente descrito (Aksenov e
Markesbery, 2001). Brevemente, as amostras obtidas foram precipitadas
e as proteinas dissolvidas em &cido ditionitrobenzéico(TMB), ap6s 0s
grupamentos sulfidrila foram medidos pela absorbancia em 412 nm.

3.7.4 Atividade da mieloperoxidase (MPO)

Os tecidos foram homogeneizados (50 mg/mL) em 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetilamonio e centrifugado a 15.000 g durante
40 min. A suspensdo foi sonicada trés vezes durante 30 s. Uma parte do
sobrenadante foi misturado com solucdo de tetrametilbenzidina 1,6 mM
e 1 mM de peroxido de hidrigénio (H;O,. A atividade foi medida
espectrofotometricamente, como a variagdo de absorvancia a 650 nm a
37 °C (De Young et al., 1989).

3.7.5 Determinac&o da concentragdo de nitrito/nitrato

A concentragdo de nitrito/nitrato foi medida em aliquotas de
tecido, utilizando a reacdo de Griess por adicdo de 100 ul de reagente
(0,1% [w/v] em H,O e 1% [w/v] de sulfanilamida em 5% [v/v] de
HsPO, e concentrar o volume [1:01] para a amostra de 100 pl. A
densidade Optica foi mensurada a 550 nm utilizando um leitor de ensaio
enzimatico (Etiology and clinical signs of serious infections in young
infants in developing countries: a WHO collaborative study).

3.7.6 Atividade da superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada medindo a taxa de
decaimento da absorbancia do peréxido de hidrogénio em 240 nm
conforme previamente descrito (Aebi, 1984; Bannister e Calabrese,
1987). A atividade da SOD fo ideterminada pela inibicdo da auto-
oxidacdo da adrenalina medida espectrofotometricamente conforme
previamente descrito (Lissi et al., 1995).
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3.8 ATIVIDADES DAS ENZIMAS DA CADEIA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL

A atividade das enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial foi
avaliada no hipocampo e cortex frontal dos animais submetidos a
meningite. NADH-desidrogenase ou NADH: ubiquinona -
oxidorredutase (Complexo 1) foi avaliada segundo o método descrito por
Cassina e Radi (Cassina e Radi, 1996), pela taxa de reducdo NADH-
dependente da reducdo do ferricianeto a 420 nm, a atividade do
succinato desidrogenase (complexo Il) ubiquinona - citocromo c
oxidorredutase (complexo I1) foi determinada de acordo com o método
de Fischer (Fischer et al., 1985). A atividade do complexo Il foi
determinada pela diminuicdo da absorbancia causada pela reducéo do
2,6-dicloroindofenol (DCIP) em 600 nm. A atividade do complexo I1-111
foi determinada pelo aumento da absorbancia causado pela reducdo do
citocromo ¢ em 550 nm. A atividade do citocromo oxidase (Complexo
IV) foi avaliada segundo o método descrito por Rustin (Rustin et al.,
1994), através do decréscimo na absorbancia, devido a oxidagdo de
citocromo c previamente reduzido em 550 nm. As atividades dos
complexos enzimaticos da cadeia respiratéria mitocondrial foram
expressos em nmol/min x mg/proteina.

3.9 INTEGRIDADE DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA POR
AZUL DE EVANS

A integridade da BHE foi analisada através do extravasamento do
corante azul de Evans (Smith e Hall, 1996). Os animais foram
anestesiados, com uma dose intraperitoneal de cloridrato de cetamina
6,6 mg/kg e cloridrato de xilazina 0,3 mg/kg (Grandgirard et al., 2007b;
Hoogman et al., 2007), foi entdo administrado 1 mL de azul de Evans
(1% dissolvido em solucdo salina 0,9%) por via intravenosa através da
veia femoral uma hora e meia antes de serem eutanasiados (Kawai et al.,
2001) em seguida o torax foi aberto e o cérebro perfundido com 200 mL
de solucéo salina 0,9% através do ventriculo esquerdo na pressdo de 100
mmHg até que o fluido de perfusdo incolor foi obtido a partir do atrio
direito.

Ap6s os animais foram mortos por decapitacdo, sendo as
estruturas hipocampo e cértex retiradas e armazenadas a -80 °C para o
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posterior teste bioquimico. Para avaliacdo da BHE, as amostras foram
pesadas e colocadas em 50% de solucdo tricloroacética.

Apbs homogeneizacdo e centrifugacdo, o corante extraido foi
diluido com etanol (1:3) e determinada a sua fluorescéncia (excitacdo
em 620 nm e emissdo a 680 nm) com um espectrofotbmetro de
espectrofluorimetro (Hitachi 650-40, Téquio, Japdo). Os célculos foram
baseados no padrdo externo (62,5-500 ng/mL) no mesmo solvente. O
teor de azul de Evans no tecido foi quantificado a partir de uma linha
padrdo linear derivada de quantidades conhecidas do corante e expressa
por grama de tecido.

3.10 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.10.1 Habituagéo ao campo aberto

O comportamento foi avaliado no aparato de campo aberto, a fim
de avaliar as atividades locomotoras e exploratdrias. O aparelho mede
40 cm x 60 cm de campo aberto cercado por 50 cm de parede feita de
madeira com um vidro frontal. O piso do campo aberto é dividido em 9
retdngulos por linhas pretas (figura 7).

Os animais foram cuidadosamente colocados no quadrante
traseiro esquerdo e, em seguida, deixados sozinhos para explorar a arena
por 5 min (sessdo treino). Imediatamente apds este procedimento, os
animais foram levados novamente para a sua gaiola e 24 horas depois
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 cruzou as linhas
pretas (crossings) ou se apoiou com as patas traseiras levantando as
dianteiras, atividade exploratoria (rearings). A diminuicdo do ndmero
crossings e rearings entre as duas sessdes foi tomado como uma medida
da retencdo de memoria de habituacdo (Vianna et al., 2000).
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Figura 7 - Teste de habituacdo ao campo aberto. Fonte: do autor, 2017.
3.10.2 Esquiva Inibitoria

Este teste comportamental avalia a meméria aversiva. O aparelho
e 0s procedimentos tém sido descritos em estudos anteriores (Quevedo
etal., 1997; Roesler et al., 2003). Resumidamente, o aparato consiste em
uma caixa de acrilico medindo 50 x 25 x 25 cm (Albarsch, Porto Alegre,
Brasil), cujo piso consiste em barras paralelas de aco inoxidavel
(didmetro de 1 mm) espagadas em uma distancia de 1 cm. Uma
plataforma com 7 ¢cm de largura e 2,5 cm de comprimento é colocada
junto a parede esquerda do aparelho, conforme figura 8.

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 apos 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 (figura 10). Os animais que ficaram mais de vinte
segundos na plataforma na sessdo de treino foram descartados.

A sessdo teste foi realizada 24 horas apds o treinamento
(memodria 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 ndo foi administrado o choque. A laténcia é um
parametro classico de retencdo de memoria (Quevedo et al., 1997).
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Figur; 8 - Teste de esquiva inibitdria. Fonte: do autor, 2017.
3.10.3 Esquiva inibitério de multiplos treinos

Nesse teste usa-se também a esquiva inibitéria, qual as
caracteristicas ja foram descritas anteriormente. Na sessdo de treino o
animal foi colocado na plataforma e imediatamente depois de pisar nas
barras de metal, recebe um choque 0,4 mA, durante 2 segundos. Este
procedimento continuou até que o animal permanecesse na plataforma
por 50 segundos, sendo registrado o numero de estimulos elétricos
ministrados ao animal. O animal foi devolvido entdo a sua caixa
moradia.

No dia seguinte, 24 horas apds o treino, o animal foi recolocado
na plataforma e contou-se o tempo de permanéncia deste animal sobre a
plataforma (tempo limite sobre a plataforma 180 segundos), se o animal
desceu antes de completar o tempo limite ndo foi administrado choque
(Bevilaqua et al., 2003).

3.10.4 Memoria de reconhecimento de objetos

Para a realizacdo deste teste, usou-se o0 aparato de habituacéo ao
campo aberto, cuja descricdo ja foi relatada anteriormente. No primeiro
dia foi realizado o treino, o animal foi colocado cuidadosamente no
quadrado do canto posterior esquerdo do aparato e explorarou o
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ambiente por 5 minutos. O primeiro dia serve como habituagdo do
animal.

No segundo dia o animal foi recolocado no aparato, o qual
contnha dois objetos iguais. O objeto A e objeto B (forma, tamanho e
cor), conta-se o tempo que o animal explora cada objeto (A e B). Apos
24h do treino foi realizado o teste da memdria de longa duragdo, em que
0 animal explorou novamente o ambiente na presenca do primeiro
objeto familiar (objeto A) e o novo objeto (objeto C) e contou-se
novamente o tempo total que o animal explora cada objeto. Um indice
de reconhecimento calculado para cada animal é relatado como a razédo
TB/(TA + TB) (TA = tempo gasto explorando o objeto familiar A; TB =
tempo gasto explorando o objeto novo B). Exploragdo 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) (figura
9).

1°Dia 2°Dia 3 Dia

Figura 9 - Memodria de reconhecimento de objeto. Fonte: do autor, 2017.
3.10.5 Teste do Nado Forgado

O teste do nado forgado é frequentemente utilizado em modelo
animal para avaliar comportamento do tipo depressivo (Porsolt, 1979;
Einat et al., 2001; Tuon et al., 2008). Envolve duas exposi¢cdes a um
tanque cilindrico de 4gua em que os ratos ndo podem tocar o fundo ou
escapar. O tanque é feito de vidro transparente, 80 cm de altura, 30 cm
de diametro, e cheias com agua (22-23 °C) até uma profundidade de 40
cm. A &gua no tanque foi trocada para cada rato. Para a primeira
exposicao, os ratos foram colocados na agua durante 15 minutos (sesséo
de treino). Apds 24 horas, os ratos foram novamente colocados na agua
para uma sessdo de 5 min (sessdo de teste) (figura 10). O tempo de
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imobilidade foi analisado na sessdo de teste. Os ratos foram
considerados imdveis sempre que param de nadar e escalar. Foram
avaliados como parametros de imobilidade, que incluem imobilidade
total ou movimentos para manter a cabega fora da dgua sem intencéao de
escapar (Porsolt, 1979; Detke et al., 1995).

//—\//_\
p/&_//

Figura 10 -Teste de nado for¢ado. Fonte: do autor, 2017.

3.11 CURVA DE KAPLAN MEIER

Tento em vista que 0s pacientes com meningite ocasionada pela
E.coli apresentam alta taxa de mortalidade, foi buscado levantar a
sobrevivéncia dos animais, que foi analisada através da curva de
Kaplan-Meier incluido todos os animais infectados no momento da
inducdo até 100 h apds (totalidades de animais utilizados nos
experientos foram de 258 animais).
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3.12 ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o
teste de Shapiro-Wilk e para homogeneidade usando o teste de Levene.
Se os dados foram normais e homogeneidade de variancia confirmada,
foram utilizados testes paramétricos; se 0s dados ndo cumpriram estas
condic¢des, foram utilizados os testes ndo-paramétricos.

Para as analises de citocinas, quimiocinas, BDNF os dados foram
apresentados como mediana de 06 animais por grupo e foram analisadas
utilizando-se o teste U Mann-Whitney. As comparagdes dentro dos
grupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon. Os resultados
estatisticamente significativos foram indicados por *p < 0,05, **p <
0,01 e ***p < 0,001. Dados de estresse oxidativo, defesa enzimatica e
complexos da cadeia respiratoria mitocondrial foram apresentados como
média + erro padrdo da média (EPM) e analisados pela analise de
variancia (ANOVA), seguido de teste post hoc Tukey. Para a curva de
sobrevivéncia foi utilizado o teste de Kaplan-Meier.

Dados da tarefa de habituagdo ao campo aberto e nado forcado
foram apresentados como média + desvio padrdo (DP) e a comparacdes
dentre os grupos foram feitas utilizando-se teste t de Student pareado.
Dados da tarefa de esquiva inibitoria simples, esquiva inibitéria de
multiplos treinos e reconhecimento de objetos foram apresentados como
mediana e intervalo interquartil e as comparagdes entre os grupos foram
analisadas utilizando-se o teste U Mann-Whitney. As comparagfes
dentro dos grupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon. Em todas as
comparagdes, p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa Statistical
Package for the Social Science (SPSS) verséo 20.0.
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4. RESULTADOS

4.1 CURVA DE SOBREVIVENCIA

Na figura 11, pode ser observada a sobrevivéncia dos animais
através da curva de Kaplan-Meier, incluindo todos os animais infectados
desde 0 momento da infecgdo até 96 h.

100 L
-@— Controle

804 -~ Meningite

60

40

20

Percentual de sobrevivéncia

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

tempo ap6s a injecgéo (h)

Figura 11 - Curva de sobrevivéncia, através da curva de Kaplan-Meier dos
animais submetidos & meningite por E. coli K1.

Observou-se que os animais do grupo controle, induzidos com
solucdo salina estéril, ndo apresentaram sinais clinicos da doenca e nédo
foi detectado crescimento de bactérias na cultura do LCR. A
mortalidade iniciou em 12 h e 63,2% destes animais morreram até 72 h
apos a inducdo, apds esse tempo 0s animais sobreviventes foram mortos.

4.2 NIVEIS DE CITOCINAS, QUIMIOCINAS E BDNF

A figura 12 demonstra os niveis de TNF-a, IL-4, IL-6, I1L-10,
CINC-1 e BDNF no hipocampo de ratos Wistar neonatos submetidos a
meningite por E. coli K1. Os niveis de TNF-a, IL-6 e CINC-1
aumentaram em todos 0s grupos meningites a partir das 6 h; os niveis de
IL-4 e IL-10 aumentaram em 6, 24, 48 e 96 h; e os niveis de BDNF
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aumentaram em 6, 24, 48 e 96 h, ap0s a inducdo da meningite quando
comparado com o grupo de controle.
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Figura 12 - Avaliacdo dos niveis de TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10, CINC-1 e BDNF
no hipocampo de ratos Wistar neonatos em 6, 12, 24, 48 e 96 h ap6s a indugéo
de meningite por E. coli K1. Os resultados foram expressos como mediana
(linha horizontal) de 4-6 animais por grupo e foram analisadas utilizando-se o
teste U Mann-Whitney. As comparacBes dentro dos grupos foram realizadas
pelo teste de Wilcoxon. Os simbolos *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001
indicam resultados estatisticamente significativos quando comparados ao grupo
controle.
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Na figura 13 podem ser observados os niveis de TNF-a. no LCR
dos animais submetidos a meningite por E. coli. Os niveis de TNF-a
aumentaram em todos os tempos analisados no grupo meningite
comparados com o grupo controle.
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Figura 13 - Avaliacdo dos niveis de TNF-a no LCR de ratos Wistar neonatos
em 6, 12, 24, 48 e 96 h ap6s a inducdo de meningite por E. coli K1. Os
resultados foram expressos como mediana (linha horizontal) de 4-6 animais por
grupo e foram analisadas utilizando-se o teste U Mann-Whitney. As
comparagdes dentro dos grupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon. Os
simbolos *p<0,05, **p<0,01 indicam resultados estatisticamente significativos
quando comparados ao grupo controle.

Na figura 14, pode ser observado os efeitos da meningite neonatal
sobre os niveis de TBARS, carbonilacdo de proteinas, sulfidrila,
nitrito/nitrato, atividade da MPO, SOD e CAT no hipocampo e cortex
frontal de ratos Wistar neonatos submetidos & meningite por E. coli K1.
Os niveis de TBARS aumentaram no hipocampo nos grupos meningite
em 24, 48 e 72 h apds a inducdo. No cértex pré-frontal houve um
aumento apenas em 12 h apés a indugdo da meninigte (figura 14 A). Em
relacdo aos niveis de carbonilacdo de proteinas no hipocampo, houve
um aumento em todos 0s tempos analisados nos grupos meningite
guando comparado ao grupo controle. Entretanto, no cértex frontal ndo
houve alteracBes significativas (figura 14 B). Os niveis de TMB no
hipocampo diminuiram nos grupos meningite em 24 e 48 h e no cortex
pré-frontal em 24, 48, 72 e 96 h ap06s a inducdo da meningite por E. coli
K1, quando comparado com o grupo controle (figura 14 C). Os niveis de



63

nitrito/nitrato aumentaram em 24, 48 e 72 h apés a inducgdo e ndo houve
diferencas no cortex frontal (figura 14 D).

A atividade da MPO aumentou em 24, 48 e 72 h ap6s a indugéo e
no cortex frontal ndo houve diferenga significativa (figura 14 E). A
atividade de SOD diminuiu no hipocampo dos animais dos grupos
meningite em 6, 12, 24, 48 e 72 h ap6s a inducdo, comparado com o
grupo controle, enquanto, no cértex frontal ndo houve diferenca
estatistica (figural4 F). A atividade da CAT néo foi alterada em ambas
as estruturas (figura 14G).
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Figura 14 - Avaliacdo dos niveis de dano oxidativo e defesas antioxidante no
hipocampo e cortex frontal de ratos Wistar neonatos em 6, 12, 24, 48,72 e 96 h
ap6s a indugcdo de meningite por E. coli K1. Os niveis de MDA (A),
carbonilagdo de proteinas (B), TMB (C), nitrito/nitrato (D), MPO (E) SOD (F)
CAT (G) foram apresentados como média = EPM e analisados por ANOVA de
duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. O simbolo *p<0,05, indica resultado

estatisticamente

significativo quando comparados

ao grupo

controle.
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Foram analisadas as atividades dos complexos da cadeia
respiratoria mitocondrial 1, 11, 111 e 1V, conforme demonstrado na
figura 15, em hipocampo e cdrtex frontal de ratos submetidos a
meningite por E. coli K1. Os resultados demonstram que a
atividade do complexo | foi aumentada em 72 h apés a inducdo,
no hipocampo comparado com o grupo controle (figura 15 A).
Nédo se observou qualquer efeito significativo na atividade do
complexo Il (figura 15 B). No complexo Il houve um aumento
da atividade no grupo meningite 24 h ap6s a inducdo da
meningite no coértex frontal (figura 15 C) e o complexo IV
apresentou aumento significativo de sua atividade no hipocampo
nos grupos meningite em 24 e 72 h apés a inducdo, enquanto, no
cortex frontal houve uma diminuicdo da atividade desse
complexo em 24 e 96 h ap6s a inducdo quando comparados ao
grupo controle (figura 15 D).
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Figura 15 - Atividade dos complexos I, Il, 11l e IV da cadeia respiratoria
mitocondrial no hipocampo e cortex frontal de ratos Wistar neonatos em
6, 12, 24, 48, 72 e 96 h apds a indugdo de meningite por E. coli K1. Os
dados foram apresentados como média + EPM e analisados por
ANOVA, seguido de teste post hoc Tukey. O simbolo *p<0,05, indica
resultado estatisticamente significativo quando comparados ao grupo
controle.

A figura 16 demonstra a avaliacdo da integridade da BHE
no hipocampo e no cortex cerebral de ratos submetidos a
meningite por E. coli K1, usando a técnica de extravasamento do
corante azul de Evans. No hipocampo observou-se que a quebra
da BHE ocorreu em 12 e 18 h (figura 16 A) e no cortex cerebral
iniciou em 6, 12, 18 e 24 h apo6s a inducdo de meningite por E.
coli K1 (figura 16 B).
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Figura 16 - Integridade da BHE no hipocampo (A) e cortex cerebral (B)
em 6, 12, 18, 24 e 30 h apds a inducdo da meningite por E. coli K1 no
periodo neonatal.. Os resultados sdo mostrados como media + DP de 6
animais por grupos, as diferencas entre os grupos foi avaliadas por
ANOVA sequida de post-hoc Newman-Keuls. O simbolo *p<0,05,
indica resultado estatisticamente significativo quando comparados ao
grupo controle.

4.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

Sessenta dias apds a indugdo da meningite, ja em vida
adulta, os animais foram submetidos aos testes comportamentais
de habituagdo ao campo aberto, esquiva inibitéria, esquiva
inibitéria de multiplos treinos e reconhecimento de objetos. No
teste comportamental de habituacdo ao campo aberto, figura 17,
houve diferenca estatistica no nlmero de cruzamentos e
levantamentos entre as sessdes treino e teste dos animais
pertencentes ao grupo controle, o que indica consolidacdo da
meméria de habituacdo nestes animais. Entretanto, no grupo
meningite ndo houve diferenca no nimero de cruzamentos e
levantamentos entre as sessdes treinos e teste, sugerindo dano na
meméria de habituacéo.
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Figura 17 - Teste de habituagdo em campo aberto em ratos Wistar
adultos submetidos a meningite por E. coli K1 no periodo neonatal. O
nimero de cruzamentos e levantamentos foram relatados como média +
DP de 10 animais por grupo e as comparacOes dentre os grupos foram
realizadas com teste t de Student pareado. O simbolo *p<0,05 indica
diferenca estatistica quando comparado a sessao treino.

Na figura 18, apresentado o resultado do teste de esquiva
inibitdria, onde houve diferenca significativa entre as sessbes
treino e teste no grupo controle, demonstrando a formacdo de
memoria aversiva neste grupo. No entanto, no grupo meningite,
ndo houve diferenca no tempo de laténcia entre as sessdes treino e
teste, demonstrando comprometimento da meméria aversiva.
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Figura 18 - Tarefa de esquiva inibitéria em ratos Wistar adultos
submetidos & meningite por E. coli K1 no periodo neonatal. Os dados
foram relatados como mediana e intervalo interquartil e as comparacdes
entre os grupos foram realizadas usando o teste de Mann-Whitney. As
comparagdes dentro dos grupos foram analisadas com teste de Wilcoxon
(n = 10 animais por grupo). Os simbolos *p<0,05 indicam diferencas
comparado com a sessdo treino e “p<0,05 comparado ao grupo controle.

No teste de esquiva inibitoria de multiplos treinos, figura
19, houve um aumento significativo no nimero de tentativas de
treino requerido para atingir o critério de aquisicao (50 segundos
sobre a plataforma) no grupo meningite quando comparado com
0 grupo controle (Figura 19 A). Os resultados desta tarefa
sugerem que O grupo meningite necessitou mais estimulos
elétricos para atingir o critério de aquisi¢do, quando comparado
com o grupo controle na sessdo teste para aprender, o que indica
prejuizo de aprendizagem. No teste de retengdo, houve diferenga
entre as sessbes treino e teste em ambos os grupos e houve
diminuicdo do tempo de laténcia na sessdo teste no grupo
meningite quando comparado com o grupo controle (figura 19 B).
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Figura 19 - Teste de esquiva inibitdria de multiplos treinos em ratos
Wistar adultos submetidos a meningite por E. coli K1 no periodo
neonatal. Os dados sdo apresentados como mediana e intervalo
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interquartil e as comparagOes entre os grupos foram realizadas por meio
do teste de Mann-Whitney. As comparacdes dentro dos grupos foram
analisadas com teste de Wilcoxon (n = 10 animais por grupo). Os
simbolos *p<0,05 comparado & sesso treino e “p<0,05 comparado a0
grupo controle.

Na tarefa de reconhecimento de objetos, demonstrada na
figura 20, o grupo meningite e 0 grupo controle apresentaram um
aumento do indice de reconhecimento no teste, quando
comparado com o treino. Portanto, 0s grupos meningite e
controle apresentaram retencdo de memoria de reconhecimento
em longo prazo quando comparado com a sessao de treino.
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Figura 20 - Teste de reconhecimento de objetos novos em ratos Wistar
adultos submetidos @ meningite por E. coli K1 no periodo neonatal. Os
dados foram apresentados como mediana e intervalo interquartil e as
comparagdes entre os grupos foram realizadas por meio do teste de
Mann-Whitney. As comparacdes dentro dos grupos foram analisadas
com teste de Wilcoxon (n = 10 animais por grupo). O simbolo *p<0,05
comparados a sessao treino.

A figura 21 demonstra o teste de nado forcado. Ndo houve
diferencas no tempo de imobilidade no grupo meningite quando
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comparado ao grupo controle, sugerindo auséncia de
comportamento do tipo depressivo.
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Figura 21 - Teste de nado forcado em ratos Wistar adultos submetidos &
meningite por E. coli K1 no periodo neonatal. O tempo de imobilidade
foi relatado como média + DP de 10 animais por grupo e as
comparagdes dentre os grupos foram realizadas com teste t de Student

pareado.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foi avaliada a influéncia da meningite
neonatal induzida por E. coli K1 sobre o perfil de citocinas,
quimiocina, niveis de BDNF no hipocampo, em 6, 12, 24, 48 e 96
horas e no LCR os niveis de TNF-a. Bem como, niveis de
equivalentes MDA, formacgdo de proteinas carbonil, sulfidrilas,
nitrito/nitrato, atividade da MPO, SOD, CAT em 6, 12, 24, 48, 72
e 96 h no hipocampo e cortex frontal de ratos apés a inducgdo da
meningite. Verificou-se a atividade dos complexos I, 11, 11l e IV
da cadeia respiratoria mitocondrial e integridade da BHE no
hipocampo e cortex frontal. Além disso, foi avaliada a memoria
de habituacdo e aversiva, de reconhecimento de novos objetos e
comportamento depressivo em ratos adultos submetidos a
meningite por E. coli K1 no periodo neonatal.

O percentual de animais que sobreviveram segundo a
curva de Kaplan-Meier, que incluiu todos os animais desde o
momento da inducdo bacteriana foi de 36,8%. Estes dados estéo
de acordo com a literatura que demonstra alta mortalidade em
paises em desenvolvimento, que pode alcancar aproximadamente
50% de mortalidade mesmo com o uso de antimicrobianos
(Molyneux et al., 2002; Mook-Kanamori et al.,, 2011). A
meningite bacteriana alcanga 100% de mortalidade em 72 horas
na auséncia de antibioticoterapia (Kim, 2010). Com os dados do
presente estudo, pode se fazer uma relacdo com o estudo de
Gaschignard et al., (2012), o qual observou que o principal
patoégeno envolvido com a meningite neonatal € a bactéria E. coli
K1 que leva a uma alta taxa de mortalidade variando entre 15% a
40% dos casos.

Verificou-se no presente estudo que os niveis de TNF-a,
IL-4, IL-6, IL-10 e CINC-1 aumentaram no hipocampo desde as
primeiras 6 horas até 96 horas apés a inducdo da meningite. Estes
dados estdo de acordo com resultados ja encontrados por nosso
grupo de pesquisa, em que se verificou que CINC-1, IL-1B e IL-6
foram aumentados em 6 h e TNF-a. em 24 horas apds a inducéo
de meningite neonatal por S. agalactiae (Barichello et al., 2011).
Em outro estudo, os niveis de CINC-1, IL-1p ¢ TNF-o foram
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aumentados no hipocampo e os niveis de CINC-1, IL-1p, IL-6,
IL-10 e TNF-o foram aumentados no cortex frontal de neonatos
submetidos a meningite pneumococica.

Além disso, os niveis de 1L-4 e IL-10 aumentaram em
animais sobreviventes a meningite pneumocécica no periodo
neonatal (Barichello et al., 2012a). Baggiolini e colaboradores
(1994) verificaram elevados niveis de TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 na
fase inicial da infeccdo no LCR antes do aumento de leucdcitos,
demonstrando que estas citocinas foram produzidas a partir de
células normalmente presentes no SNC, tais como células
endoteliais, células da microglia, e astrécitos, o que indica que
esses desempenham um importante papel na fase inicial da reacéo
inflamatéria local (Baggiolini et al., 1994).

Em estudo anterior, observou-se que 0s niveis de
TNF-a e CINC-1 aumentaram no hipocampo nas primeiras 6 h
ap6s a indugdo da meningite pneumocdcica em ratos Wistar
adultos, sendo que o0s niveis altos de TNF-o pode desencadear a
ativagdo de vias apoptdticas no SNC (Barichello et al., 2012b).
Verificou também em outro estudo que os niveis de CINC-1
aumentaram primeiro no plasma jugular quando comparado com
0 plasma arterial ap6s a indugdo da meningite pneumococica,
sugerindo sua producdo no cérebro (Barichello et al., 2012c).
CINC-1 também parece ser relevante na fase inicial da meningite
bacteriana devido a sua capacidade de promover a migragdo de
leucécitos. Esta resposta inflamatéria é essencial para a
sobrevivéncia em resposta a infeccdo, mas também tem a
capacidade de causar danos consideraveis (Konsman et al., 2007).

Devido a producdo de citocinas, os leucécitos
polimorfonucleares sdo atraidos a partir da corrente sanguinea e
produzem quantidades elevadas de ERO (Kastenbauer et al.,
2002b). Estes causam disfuncdo da BHE, disfun¢do mitocondrial
que leva a liberacdo de fatores de inducdo de apoptose para o
citosol (Mitchell et al., 2004). Em um estudo com 54 recém-
nascidos, 30 destes pacientes tiveram meningite e 24 foram
utilizados como o grupo controle, verificou-se um aumento dos
niveis de TNF-o, IL-1f e IL-6 no LCR de todos os recém-
nascidos com meningite (Krebs et al., 2005).
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O BDNF é uma proteina que juntamente com seus
receptores, € expressa amplamente no SNC e desempenha um
papel importante na organizacdo de redes neuronais e
neuroplasticidade sinaptica, especialmente no hipocampo. Sendo
encontrada em wuma variedade de modelos animais e,
aparentemente, em seres humanos (lzquierdo e Medina, 1997).
Esta neurotrofina também controla a morte celular neuronal no
desenvolvimento e é crucial na diferenciagdo e sobrevivéncia
neuronal (Huang et al., 2008). O BDNF liberado por células do
sistema imunoldgico é bioativo (Kerschensteiner et al., 1999) e
tem efeitos neuroprotetores em neurdnios apds a inducdo de
meningite bacteriana (Li et al., 2007).

No presente estudo os niveis de BDNF foram aumentados
em 6, 24, 48 e 96 h ap6s a inducdo da meningite, com uma
progressdo nas ultimas horas avaliadas. Estes resultados estdo de
acordo com estudo realizado por Barichello et al., (2014), onde os
niveis de BDNF aumentaram no hipocampo em 24 horas e no
cortex frontal em 6, 12, 24 e 48 horas em animais submetidos a
meningite bacteriana por K. pneumoniae (Barichello et al.,
2014b). Morichi e colaboradores, também demonstraram
elevados niveis de BDNF no soro de pacientes com infecgdes no
SNC, e a elevacéo foi particularmente notavel em pacientes com
meningite bacteriana (Morichi et al., 2012). O BDNF possui
diversas fun¢es no SNC como, neurogénese, diferenciacdo e
sobrevivéncia neuronal e estdo envolvidas em vias moleculares
que sdo relevantes para a cogni¢do, aprendizagem e processos de
memoria (Allen et al., 2013; Martinez-Levy e Cruz-Fuentes,
2014).

E importante notar o duplo papel desempenhado pelo
estresse oxidativo durante as infecgdes. Os radicais livres
protegem contra micro-organismos invasores, por outro lado eles
também podem causar danos nos tecidos resultando em
inflamagdo (Pohanka, 2013). Durante a meningite bacteriana
como parte de defesa do hospedeiro neutrofilos, macréfagos e
microglia sdo ativados, aumentando a formacdo de ERO, sendo
assim dirigida contra s micro-organismos (Aycicek et al., 2006).
Estudos sugerem fortemente que as ERO parecem desempenhar
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um papel importante na fisiopatologia da meningite bacteriana,
uma vez que o tratamento com varios eliminadores de radicais/ou
antioxidantes inibem a perda neuronal em meningite
experimental (Leib et al., 1996; Auer et al., 2000).

No presente estudo, foi observado um aumento dos niveis
de peroxidacdo lipidica e dos niveis de carbonilacdo de proteina
como marcadores de estresse oxidativo no hipocampo dos
animais apds inducdo por E. coli K1. Foi observado também
diminuicdo de sulfidrilas, aumentos simultaneos nas
concentracBes de nitrato/nitrato nos grupos meningite. Além do
aumento do estresse oxidativo a meningite bacteriana esta
associada a um sistema de redugéo de enzimas antioxidantes. No
estudo foi observado a atividade aumentada de MPO no
hipocampo ap6s 24 horas da indugdo de E. coli K1, com
diminuicdo da atividade da SOD a partir de 6 h apds a
inoculacdo. Entretanto, ndo houve diferenca na alteracdo da
enzima CAT entre o grupo controle e meningite. Os resultados do
estresse oxidativo e da defesa enzimatica demonstraram
claramente o papel das ERO e dos niveis de antioxidantes durante
a meningite experimental induzida por E. coli K1. A MPO
liberada no espago extracelular expressa efetiva atividade proé-
oxidante. Miric e colaboradores (2010) demonstraram, no soro,
que a atividade de MPO e peroxidacdo lipidica permaneceu
elevada em pacientes com meningite bacteriana ao longo da
doenca (Miric et al., 2010).

Estudos mostram a acdo das ERO e ERN nas alteragdes
em modelo de meningite bacteriana, e essas agdes parecem
desempenhar um papel central no desenvolvimento de
complicagdes associadas a meningite, podendo assim, ser
associados a ativagdo imune, rompimento da BHE, insuficiéncia
vascular e lesdo neuronal (Klein et al., 2006). Estas acGes
também foram verificadas no presente estudo com neonatos
submetidos a meningite por E.coli K1.

Neste estudo foi investigada a atividade dos complexos da
cadeia respiratoria mitocondrial na meningite experimental
induzida por E. coli K1, sabe-se que os danos oxidativos
mitocondriais ~ contribuem  para  diferentes  condigdes
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fisiopatologicas (Murphy, 2016). Através da fosforilagdo
oxidativa, a maioria das células obtém energia e este processo
requer a acdo de varios complexos de enzimas localizadas em
uma estrutura especial da membrana mitocondrial interna, a
cadeia respiratéria mitocondrial. Anteriormente, foi evidenciado
0 papel dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial em
ratos submetidos a meningite pneumocdcica (Barichello et al.,
2010b).

Os resultados deste estudo revelaram que a atividade do
complexo I no hipocampo, do complexo Il no cértex frontal e do
complexo IV no hipocampo e cértex frontal, aumentou
significativamente no grupo meningite induzida por E. coli K1.
Contudo, a atividade do complexo Il ndo se alterou no grupo
meningite. Estes dados estdo de acordo com os resultados
encontrados em outros estudos de Barichello et al., (2010, 2013),
em que os animais submetidos ao modelo experimental de
meningite por S. pneumoniae e K. pneumoniae, apresentaram
aumento da atividade do complexo | e Il no hipocampo desses
animais, ap6s a inducdo da meningite (Barichello et al., 2010b;
Barichello et al., 2013b). Alguns autores afirmam que uma das
hipoteses poderia ser 0 desequilibrio entre a geracdo de ERO e as
defesas antioxidantes do organismo, levando ao estresse
oxidativo, comprometendo o sistema de fosforilacdo oxidativa na
cadeia de transporte de elétrons, principalmente no complexo I,
gue é mais vulneravel aos danos ocasionados (Adam-Vizi, 2005;
Navarro e Boveris, 2007).

Os radicais livres combinados com a liberacdo de uma
variedade exacerbada de mediadores inflamatorios podem agir
direta ou indiretamente e influenciar a fungdo mitocondrial e a
producdo de energia (James e Murphy, 2002). Em estudos
realizados com modelo de sepse, observou-se que a eficiéncia da
fosforilacdo oxidativa mitocondrial é comprometida devido ao
dano na membrana mitocondrial e ao comprometimento da
funcéo do complexo citocromo c. Consequentemente, os elétrons,
gue normalmente fluem através da cadeia de transporte de
elétrons sdo desviados para o ciclo-Q gerando superoxido
(Crouser, 2004).
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A citocina TNF-a, outras citocinas, quimiocinas, atividade
MPO e estresse oxidativo podem estar envolvidos na quebra da
BHE. Kim et al., (2012) verificaram que os niveis de TNF-a no
LCR estava relacionada com a passagem de albumina circulante
através da BHE, cerca de 20 horas apds a inducdo da meningite
bacteriana intracisternal (Kim et al., 2012). No presente estudo, a
quebra da BHE ocorreu em 12 e 18 horas no hipocampo e em 6,
12,18 e 24 horas no cortex cerebral apés a indugdo meningite por
E. coli K1. Em estudos anteriores com meningite neonatal
experimental, a disfuncdo da BHE no hipocampo iniciou em 18
horas e no cortex cerebral as 12 horas apés a meningite
pneumocaocica (Barichello et al., 2012a).

Na meningite neonatal induzida por S. agalactiae, a
disfuncdo iniciou em 12 horas em ambas as estruturas cerebrais
(Barichello et al., 2012d). InfecgBes neonatais bacterianas no
SNC sdo graves e a interferéncia com a complexa rede de
citocinas, quimiocinas, oxidantes e outros mediadores
inflamatorios, podem serem responsaveis pela quebra da BHE e
tendem a agravar a doenca bem como, em longo prazo, podem
acarentar em danos no SNC (Tyler, 2008).

Estudos de Bonacorsi e Bingen, (2005) e Allocati et al.,
(2013) mostram que aproximadamente 50% dos pacientes
sobreviventes a meningite apresentam sequelas neurolégicas,
como alteragbes de comportamento e prejuizos na aprendizagem.
Esse evento também é observado em animais, pois estudos de
Barichello et al., (2005; 2010; 2012; 2014) e Tuon et al., (2008)
indicaram dano cognitivo de animais a longo prazo em modelos
de doencas infecciosas, principalmente dano na memoria de
habituacdo. A memoria ndo associativa estd relacionada com a
habituacéo, neste teste ocorre ha reducdo da forga de uma reposta
a um estimulo indcuo, ou melhor, no presente estudo, o grupo
controle reconheceu o ambiente anterior, reduzindo assim a
atividade locomotora e exploratéria na sessdo teste. Porém os
animais do grupo meningite ndo obtiveram os mesmos resultados,
estimulo caracterizando um déficit na memdria de habituacao.

A esquiva inibitoria permite a determinacdo precisa do
momento ap6s o aprendizado. No presente estudo, 0s animais
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com meningite tiveram dano na memoria aversiva. Em outros
modelos  animais de infeccdo  (sepse)  demonstram
comprometimento cognitivos em ratos sobreviventes,
principalmente avaliados com o teste de esquiva inibitoria nos
tempos de 10, 30 dias apo6s a sepse (Comin et al., 2011). Os
mecanismos associados a essas altera¢fes ndo sdo completamente
elucidado, assim, os modelos animais podem ser usados para
resolver essas limitacdes. Neste estudo, essas alteragdes
comportamentais encontradas podem ser relacionadas com o
primeiro dano (aumento de citocinas e quebra BHE), ou melhor, a
resposta inflamatdria gerada pela infeccdo causada pela E. coli
K1. Estudo de Hoffman et al., (2007) demostrou que houve
comprometimento  cognitivo ( memdria aversiva) em
camundongos sobreviventes de meningite e esses dados foram
correlacionados com alterages no hipocampo.

Em trabalhos anteriores, ja foi demonstrado que ratos
adultos sobreviventes a meningite pneumocdcica apresentaram
dano de aprendizagem e memoéria 10 dias apdés a indugdo
(Barichello et al., 2010c). Nossos resultados corroboram com
estudo de Barichello et al., (2014), em que ratos recém-nascidos
submetidos a meningite pneumococica apresentaram déficit de
comportamento na idade adulta (Barichello et al., 2014a).

Sequelas em longo prazo em pacientes que tiveram
meningite neonatal sdo frequentes, particularmente sequelas
neurosenssoriais (14-17%) e neurologicas (10-17%) (Durrmeyer
et al., 2012). Um total de 1.433 criangas sobreviventes de
meningite bacteriana foram avaliadas para sequelas cognitivas
ap6s 0 momento da alta. Destas, 49,2% foram referidas como
tendo uma ou mais sequelas em longo prazo, 45% apresentaram
sequelas comportamentais e/ou intelectuais, 6,7% perda auditiva
e 14,3% déficits neuroldgicos (Chandran et al., 2011). Um estudo
posterior com um total de 111 criancas que tiveram meningite
neonatal foi comparado com 113 pacientes controles com idade
média de 9-10 anos. N&o houve diferenga significativa no
quociente de inteligéncia entre os casos de E. coli e S. agalactiae,
porém o quociente médio de inteligéncia dos casos de meningite
(88,8%) foi significativamente menor que o dos controles
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hospitalares (Stevens et al. 2003). Uma das causas do
comprometimento cognitivo podem ser a reacdo inflamatoria que
envolve as meninges e 0 espacgo subaracndide e também os vasos
parénquima cerebral, contribuindo para o desenvolvimento de
danos neuronais (Sellner et al., 2010).

Em estudo epidemioldgico foi evidenciado que pacientes
sobreviventes a meningite bacteriana, principalmente as criangas,
apresentaram disfasia, déficit de memdria, cognicdo, disturbio de
atencdo e falhas no desenvolvimento (Kim, 2010). Mesmo com a
utilizacdo antimicrobianos, as sequelas deixadas pela meningite
bacteriana sdo frequentes (Bottomley et al., 2012).

A compreensdo da fisiopatologia da meningite bacteriana
se baseia principalmente em observacdes de casos clinicos e
estudos em modelos animais. Em casos de autépsia de meningite
bacteriana, lesdes no SNC foram caracterizadas por apoptose
hipocampal no giro dentado (Nau et al., 1999); os mesmos danos
foram observados em modelos animais, com um pico de apoptose
em 30 horas ap0s a infeccdo em ratos infantes (Grandgirard et al.,
2007c). Esse tipo de dano foi associado com deficiéncias de
aprendizagem e memoéria em modelos experimentais de
meningite (Grandgirard e Leib, 2010).

Neste estudo também foi realizado o teste de nado forcado,
que é frequentemente usado em modelo animal para avaliar
comportamentos semelhantes a depresséo (Porsolt et al., 1977). O
método se baseia na observacdo do animal, que é forcado a nadar
em uma situacdo em que ndo ha escapatoria e, apds um periodo
inicial de atividade intensa, deixam de se movimentar, fazendo
apenas movimentos para manter sua cabega fora da agua. Esta
imobilidade comportamental indica desespero e a percepc¢do do
animal da impossibilidade de escapar (Gaire e Lim, 2014). Em
estudo com modelo animal de depressdo houve alteragfes nesse
teste (Garcia et al., 2009), porem em nosso estudo, ndo foi
observado alteracGes significativas no tempo de imobilidade
quando comparado grupo meningite e grupo controle, levando a
concluir que os animais ndo apresentatam sintomas semelhantes a
depressdo na vida adulta quando submetidos a meningite por E.
coli K1 no periodo neonatal.
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Estudos com modelos de meningites mostram que ndo ha
alteracdo significativa entre as sessdes de treino e teste do teste de
reconhecimento de objeto (Barichello et al., 2005; 2010; 20123;
2014). Curiosamente, no teste de reconhecimento de objeto, foi
observado que o grupo meningite teve um aumento significativo
no indice de reconhecimento na sessdo teste, quando comparado
com o treino, indicando que O grupo meningite apresentou
retencdo de memdria de reconhecimento em longo prazo. Esse
teste tem 0 mesmo principio de habituagdo, o animal, assim como
as pessoas, tem a tendéncia de explorar sempre 0 objeto novo (De
Lima et al., 2005). Esse achado pode ser relacionado com a
elevacdo dos niveis de BDNF nos momentos iniciais, pois o
mesmo desempenha um papel fundamental na plasticidade
neuronal e na memoria, agindo nos principais processos
dependentes de estimulo externo (objeto de reconhecimento), isto
é, aprendizado, experiéncias e memorias (Frey et al., 2006). O
BDNF vem sendo pesquisado em diversas doencas
neurodegenerativas e psiquiatricas, principalmente a relacdo com
as funcdes fisioldgicas como formacdo de memoria, plasticidade
neuronal, controle da fungdo sindptica bem como sua expressao
no SNC promove agles de sobrevivéncia em neurdnios do
hipocampo e cortex diminuindo o dano na memoria dos animais
(Griesbach et al., 2008; Saha et al., 2006).
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo podem ajudar a
compreender melhor a fisiopatologia da doenga, a resposta pro-
inflamatoria do hospedeiro, a interferéncia da complexa rede de
citocinas e quimiocinas e comprometimento cognitivo na idade
adulta. Os resultados deste estudo, demonstram que, durante a
meningite, houve um aumento de peroxidacdo lipidica,
carbonilizacdo de proteina, citocinas, quimiocinas, BDNF e dano
a BHE, demonstrando que infec¢Bes bacterianas neonatais sdo
graves e provocam danos comportamentais de aprendizagem e
memoria de habituacdo, aversiva e reconhecimento de novos
objetos através dos testes comportamentais.

Desta forma este modelo animal de meningite é importante
para estudar as sequelas cognitivas e comportamentais em longo
prazo ocasionadas pela meningite no periodo neonatal. Novos
estudos sdo necessarios para um melhor entendimento sobre a
fisiopatologia desta complexa doenca. Portanto, esforgos para
compreender e apoiar a capacidade reparadora do hospedeiro,
uma area que até agora tem recebido pouca atencédo, pode ser tao
importante quanto desvendar os mecanismos que levam a danos.
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