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RESUMO

A meningite pneumocotcica é umas das mais complexas e graves
infeccBes do sistema nervoso central (SNC) associada com distarbios
neurolégicos e neuropsicolégicos. Os compostos bacterianos sdo
mediadores pro-inflamatérios que induzem a resposta imune e a
degradacdo do triptofano através da via da quinurenina e podem
contribuir para lesdo do SNC associada com meningite bacteriana. A
falta de uniformidade nos danos gera dificuldade para avaliar a
severidade e o grau dos prejuizos neuronais, criando obstaculos para
novas terapias no tratamento. A vitamina B6 atua como co-fator de
enzimas que catalisam um grande nimero de reacfes envolvidas no
metabolismo do triptofano, impedindo o acimulo de intermediarios
neurotoxicos, podendo prevenir danos ao hospedeiro. A vitamina B9
desempenha um papel importante na neuroplasticidade e preservacdo da
integridade neuronal e tem sido postulada como anti-depressiva, anti-
maniaca e neuroprotetora. No presente estudo, foram avaliados os
efeitos da vitamina B6 e B9 sobre a memoria, parametros de estresse
oxidativo, niveis do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e
integridade da barreira hematoencefalica (BHE) no hipocampo e cortex
de ratos Wistar adultos submetidos a meningite pneumocdcica. Os
animais receberam inje¢do na cisterna magna de 10 uL. de suspenséo de
Streptococcus pneumoniae ou liquido cefalorraquidiano (LCR) artificial
para 0 grupo controle. Grupos experimentais vitamina B6:
controle/salina; controle/B6; meningite/salina e meningite/B6 e
receberam 360 pL de vitamina B6 (600 mg/kg) ou salina estéril por via
subcutdnea em 0 e 18 horas apés a inducdo da meningite. Grupos
experimentais vitamina B9: controle/salina; controle/B9 10 mg/Kg;
controle/B9 50 mg/Kg; meningite/salina, meningite/B9 10 mg/Kg e
meningite/B9 50 mg/Kg. A vitamina B9 foi dissolvida em &gua e
administrada via oral por gavagem iniciando o tratamento 18 horas apds
a inducdo e seguindo por 7 dias, 1 vez ao dia. Os parametros de estresse
oxidativo foram avaliados em 24 horas e 10 dias ap6s a inducdo da
meningite. A integridade da BHE foi avaliada em 12, 18 e 24 horas apds
a inducdo. Os parametros comportamentais foram avaliados em 10 dias
apos a inducdo da meningite pelos testes de habituagdo ao campo aberto,
esquiva inibitdria e reconhecimento de objetos. Apds, os animais foram
mortos por decapitacdo para avaliacdo dos niveis de BDNF. Em 24






horas ap6s a inducdo da meningite houve um aumento dos niveis de
TBARS, carbonilacdo de proteinas, nitrito/nitrato e atividade da MPO
no hipocampo e cortex pré-frontal; a atividade da SOD foi diminuida no
hipocampo e aumentada no cortex pré-frontal e ndo houve diferenga na
atividade da CAT no hipocampo, enquanto que no cortex pré-frontal foi
diminuida no grupo meningite/salina. Dez dias ap6s a indugdo, 0s
pardmetros de estresse oxidativo se mantiveram aumentados. Houve
guebra da BHE em todos os tempos avaliados e o tratamento com ambas
as vitaminas preveniu essa disfuncdo. Nos animais submetidos a
meningite o tratamento com vitamina B6 e B9 preveniu o
comprometimento cognitivo e aumentou os niveis de BDNF no
hipocampo. O tratamento com vitamina B6 e B9 foi capaz de prevenir
estresse oxidativo, quebra da BHE, aumentar os niveis de BDNF e
prevenir danos cognitivos em ratos Wistar submetidos & meningite por
S. pneumoniae.

Palavras-chave: Meningite, vitamina B6, vitamina B9, cognicéo,
estresse oxidativo, BDNF.






ABSTRACT

Pneumococcal meningitis is one of the most complex and serious
infections of the central nervous system (CNS) associated with
neurological and neuropsychological disorders. Bacterial compounds are
proinflammatory mediators that induce immune response and
degradation of tryptophan via kynurenine and may contribute to CNS
damage associated with bacterial meningitis. The lack of uniformity in
the damages generates difficulty to evaluate the severity and the degree
of the neuronal damages, creating obstacles for new therapies in the
treatment. Vitamin B6 acts as a cofactor in the active sites of the
enzymes that catalyze a large number of reactions involved in the
metabolism of tryptophan, preventing the accumulation of neurotoxic
intermediates and preventing damage to the host. Vitamin B9 plays an
important role in neuroplasticity and preservation of neuronal integrity
and has been postulated as antidepressant, anti-manic and
neuroprotective. In the present study, the effects of vitamin B6 and B9
on memory, oxidative stress parameters, brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) levels and the blood-brain barrier (BBB) integrity in the
hippocampus and cortex of adult Wistar rats submitted to pneumococcal
meningitis. The animals received either 10 pL of artificial cerebrospinal
fluid (CSF) for the control group or an equivalent volume of
Streptococcus pneumoniae suspension. Experimental groups vitamin
B6: control/saline; control/B6; meningitis/saline and meningitis/B6 and
received 360 pL of vitamin B6 (600 mg/kg) or sterile saline
subcutaneously at O and 18 hours after meningitis induction.
Experimental groups vitamin B9: control/saline; control/B9 10 mg/kg;
control/B9 50 mg/kg; meningitis/saline, meningitis/B9 10 mg/kg; and
meningitis/B9 50 mg/kg. Vitamin B9 was dissolved in water and
administered orally via gavage by initiating treatment 18 hours after an
induction and following for 7 days, 1 time per day. The parameters of
oxidative stress were evaluated at 24 hours and 10 days after the
meningitis induction. The BBB integrity was evaluated at 12, 18 and 24
hours after induction. The behavioral parameters were evaluated 10 days
after the meningitis induction by open field, step-down inhibitory
avoidance and object recognition tests. After, the animals were killed by
decapitation for evaluation of BDNF levels. In 24 hours after the
meningitis induction there was an increase in the MDA, protein






carbonylation, nitrite/nitrate levels and MPO activity in the
hippocampus and prefrontal cortex; SOD activity was decreased in the
hippocampus and increased in the prefrontal cortex and there was no
difference in CAT activity in the hippocampus, whereas in the prefrontal
cortex was decreased in the meningitis/saline group. Ten days after
induction, the oxidative stress parameters remained increased. There
was breakage of BBB at all times and treatment for both vitamins
prevented this dysfunction. In animals submitted to meningitis treatment
with vitamin B6 and B9 prevented cognitive impairment and increase
BDNF the levels in the hippocampus. These results show that adjuvant
treatment with vitamin B6 and B9 was able to prevent oxidative stress,
BBB rupture and increase the BDNF levels and to some extent
prevented cognitive impairment in Wistar rats submitted to S.
pneumoniae meningitis.

Key words: Meningitis, vitamin B6, vitamin B9, cognition, oxidative
stress, BDNF.
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1 INTRODUCAO

O termo meningite refere-se ao processo inflamatério das meninges
gue pode ser ocasionado por diversos agentes infecciosos, tais como
bactérias, virus e fungos, e agentes néo infecciosos, como traumatismos
(Brasil, 2009).

A meningite pneumocdcica é umas das mais complexas e graves
infeccbes do sistema nervoso central (SNC) associada com graves
distarbios neurolégicos e neuropsicolégicos (Merkelbach et al., 2000;
Abrahao et al., 2005; Hoogman et al., 2007). As meninges mais afetadas
sd0 a pia-mater e a aracnoide podendo resultar em danos nas estruturas
corticais e subcorticais do cérebro (Meli et al., 2002). Clinicamente se
manifesta com dor de cabeca e rigidez de nuca e é diagnosticada em
pacientes por exame no liquido cefalorraquidiano (LCR) (Richie e
Josephson, 2015).

Apesar da implementagdo de varios programas de vacinacdo e agentes
antimicrobianos a meningite pneumocdcica continua sendo uma
importante causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo (Shin e
Kim, 2012). Mesmo com a eficicia das terapias antimicrobianas e
cuidados intensivos, aproximadamente 50% dos sobreviventes sofrem
de sequelas em longo prazo, incluindo a perda de audicdo, déficits
sensorio-motores e dificuldades de aprendizagem e meméria (Van De
Beek et al., 2002; Mook-Kanamori et al., 2011).

A bactéria Gram-positiva Streptococcus pneumoniae é um importante
residente comensal da nasofaringe humana. Embora a colonizacéo seja
geralmente assintomatica, 0 S. pneumoniae pode se tornar invasivo e se
espalhar do trato respiratério superior para outros Orgédos, levando a
doencas graves como pneumonia, sepse ou meningite (Henriques-
Normark e Tuomanen, 2013). O S. pneumoniae é a principal causa
etiolégica de meningite bacteriana, responsavel por dois tercos dos
casos de meningite na Europa e nos EUA (Brouwer et al., 2010). Para
que ocorra a colonizacdo da nasofaringe e posterior invasdo e
disseminacdo das vias respiratorias inferiores sdo necessarias a
expressdo e a interacdo particular dos fatores de viruléncia com as
células receptoras do hospedeiro (Zhang et al., 2000; Kadioglu et al.,
2008). Uma rota principal para que as bactérias alcancem as meninges é
através da corrente sanguinea (Mook-Kanamori et al., 2011). Tendo
alcancado os vasos sanguineos no cérebro, as bactérias atravessam a
barreira hematoencefalica (BHE) para adentrar o SNC e causar infeccao.
Isso é apoiado por recentes analises de imunofluorescéncia combinadas
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com microscopia confocal de alta resolucdo, onde foi claramente
demonstrado que S. pneumoniae adere ao endotélio vascular cerebral
antes da invasdo do cérebro (lovino et al., 2013). J& no SNC, ocorre a
replicacdo de bactérias no espaco subaracnéide simultaneamente com a
liberacdo dos seus compostos, como &cido lipoteicoico, peptidoglicano,
DNA e fragmentos da parede celular (Sellner et al., 2010a; Mook-
Kanamori et al., 2011).

A liberacdo desses componentes induz a resposta imune inata (Sellner
et al., 2010b; Mook-Kanamori et al., 2011) pela ativagcdo do fator de
transcri¢do nuclear kappa B (NF-xB), e, posteriormente, a produgédo de
mediadores pro-inflamatérios, como o fator de necrose tumoral alpha
(TNF-a), interleucina (IL) 1 beta (IL-1B) e IL-6, iniciando uma cascata
de mediadores inflamatérios, incluindo outras interleucinas,
guimiocinas, prostaglandinas, metaloproteinases de matriz (MMP),
oxido nitrico (NO") e espécies reativas ao oxigénio (ERO). Estas
alteragdes inflamatérias contribuem significativamente para a lesdo do
SNC comumente associada com meningite bacteriana (Hirst et al.,
2004).

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

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Estimativas globais apontam aproximadamente 1,2 milhdes de casos
de meningite e cerca de 171.000 mortes no mundo a cada ano (Ceyhan
et al., 2008). Embora haja o aumento da disponibilidade antimicrobiana
e de cuidados intensivos a meningite bacteriana continua como uma
significativa causa de morbidade e mortalidade, apresentando
mundialmente uma taxa de mortalidade entre 20 a 30% (Brouwer et al.,
2010). Além disso, sequelas neurolégicas sdo relativamente comuns nos
sobreviventes de meningite bacteriana, fazendo com que
aproximadamente 50% dos pacientes sofram com déficit sensério motor,
convulsdes, prejuizos no aprendizado e na memdria, déficit de atencao,
lentiddo de resposta auditiva e cegueira (Van De Beek et al., 2004),
sendo evidenciada associacdo, inclusive, com doengas psiquiatricas
como psicose e esquizofrenia (Abrahao et al., 2005).
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A incidéncia estimada de meningite bacteriana é de 0,8 - 2,6 por
100.000 adultos por ano nos paises desenvolvidos e pode ser até 10
vezes maior nos paises em desenvolvimento (Van De Beek, 2012;
Engelen-Lee et al., 2016). Essa incidéncia depende, ainda, de outros
fatores, tais como a faixa etéria, a cobertura vacinal e outras condi¢Ges
predisponentes, por exemplo, imunodeficiéncias especificas (Mcintyre
et al., 2012). No Reino Unido e na Europa Ocidental, a incidéncia é de 1
a 2 casos por 100.000 pessoas por ano, enquanto que pode atingir 1.000
casos por 100.000 pessoas por ano na regido de Sahel, na Africa. A
redugdo da incidéncia ocorreu nas Ultimas décadas, em grande parte
secundéria & introdugdo e uso de vacinas conjugadas (Martin et al.,
2014; Okike et al., 2014). As vacinas conjugadas tém uma proteina
ligada ao polissacarideo capsular bacteriano. Isto provoca uma resposta
imunoldgica mais robusta e sustentada, especialmente em criangas. As
maiores redugdes na mortalidade associada a meningite, globalmente,
ocorreram em criangas menores de 5 anos de idade, com uma
diminuicdo de 43% em neonatos e de 54% nas criancas com idades entre
1 a 59 meses. Para 0os maiores de 5 anos, o nimero de mortes
globalmente diminuiu apenas 2.7%, passou de 165.900 para 161.500
entre 1990 e 2013 (GBD, 2015).

Os patdgenos predominantes causadores de meningite ap6s o periodo
neonatal sdo S. pneumoniae e Neisseria meningitidis, responsaveis por
70 a 80% e 10 a 20% dos casos de meningite bacteriana na Europa e nos
Estados Unidos, respectivamente (Brouwer et al., 2010). As taxas de
letalidade relatadas variam de acordo com a idade do paciente, patégeno
causador e status de renda do pais. A meningite causada por S.
pneumoniae apresenta as maiores taxas de letalidade, variando de 20 a
37% nos paises de alta renda e até 51% nos paises de baixa renda. As
taxas de letalidade para a meningite meningoc6cica sdo mais baixas,
variando entre 3 a 10% para os paises de alta e baixa renda (Sridhar et
al., 2015; Lucas et al., 2016). Os principais agentes etiol6gicos da
meningite bacteriana no Brasil sdo N. meningitidis (28%), S.
pneumoniae (16%) e Haemophilus influenzae tipo b (2%), outras
bactérias (23%) e bactéria ndo especificada (31%) (SVS, 2014).

Segundo o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(SINAN) no Brasil, em 2014, foram confirmados 17.434 casos de
meningites. Do total de casos, 34% (n = 5.848) foram registrados como
etiologia bacteriana, e destas 16% dos casos foram confirmadas como
sendo meningite pneumocaocica (n = 947) (SVS, 2014).
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Nos Estados Unidos, dados revelaram uma incidéncia anual de
meningite bacteriana de 3 a 6 casos, na Franca de 2,23 casos todos por
100.000 habitantes (Honda e Warren, 2009; Varon, 2009). Os custos
associados as sequelas po6s-meningite tém um impacto econdmico
importante nos sistemas de salde (Portnoy et al., 2015). Nos Estados
Unidos, a meningite responde por cerca de U$ 72 mil em internacdes e
até U$ 1,2 bilhdes em custos hospitalares anualmente (Honda e Warren,
2009).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA MENINGITE PNEUMOCOCICA

Muitos aspectos da patogénese da meningite bacteriana ainda
precisam ser compreendidos. Entretanto, ha quatro processos principais:
colonizagéo, invasdo na corrente sanguinea, sobrevivéncia na corrente
sanguinea e entrada no espaco subaracndideo. A inflamagdo
subsequente e 0s danos neurolégicos sdo causados por uma combinagdo
de fatores bacterianos e hospedeiros. Muitas bactérias que causam
meningite inicialmente colonizam as membranas da mucosa do trato
respiratorio superior (Mcgill et al., 2016). Utilizando seus diversos
mecanismos de viruléncia para burlar as barreiras naturais do
hospedeiro, 0 pneumococo prende-se ao epitélio da nasofaringe através
da ligacdo da fosforilcolina ao fator de ativagdo de plaquetas (PAF) ou
pela ligacdo da proteina ligadora de colina com o receptor epitelial
polimérico de imunoglobulina, posteriormente, a bactéria atravessa o
endotélio por mecanismos inter e pericelular (Mook-Kanamori et al.,
2011).

A maioria dos casos de meningite ocorre ap0s a bacteremia no
contexto de doenga sistémica, mas a alta incidéncia de meningite
pneumocdcica em pacientes com sinusite e otite média sugere que a
disseminacdo direta para o SNC também pode ocorrer. Essa
possibilidade € suportada por modelos de camundongos que
desenvolveram meningite pneumococica apds infeccdo respiratdria sem
envolvimento da corrente sanguinea (Marra e Brigham, 2001). A
invasdo bacteriana do SNC também é possivel através de infeccbes
locais, ma formacdo na dura-mater, apds neurocirurgia ou trauma
cranio-cervical (Sellner et al.,, 2010a). No SNC, o pneumococo
novamente pode utilizar a interacdo entre a fosforilcolina da sua parede
celular com o receptor PAF, atravessando a BHE através do mecanismo
transcelular ou causando o rompimento das juncdes apertadas e
atravessando por via intercelular (Sellner et al., 2010a).
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Devido a falta de defesas do hospedeiro no espago subaracnéideo, as
bactérias se multiplicam de forma relativamente desimpedida.
Simultaneamente a isso, ocorre a lise bacteriana em resposta a
antibidticos ou, no caso de pneumococos, quando as bactérias atingem a
fase de crescimento estacionaria (autdlise). A lise leva a liberacdo de
seus componentes, como peptideoglicano, &cido lipoteicdico, DNA e
fragmentos da parede celular, que sdo conhecidos como padrfes
moleculares associados ao patégeno (PAMPs). Estes PAMPs sédo
reconhecidos por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), como 0s
receptores Toll-likes (TLRSs), os adaptadores de proteinas intracelulares
conhecidas como dominio de oligomerizacdo de ligacdo de nucleotideos
(NLR) e as proteinas de reconhecimento de peptideoglicanos presentes
na superficie das células hospedeiras (Savva e Roger, 2013),
componentes fundamentais que induzem a resposta imune inata (Sellner
et al., 2010b; Mook-Kanamori et al., 2011).

Ap6s o reconhecimento dos PAMPs, inicia-se a sinaliza¢do
intracelular, através da transmissdo de sinal do dominio citoplasmatico
do TLR, conhecido por receptor de dominio homélogo Toll-IL-1 (TIR),
para o receptor de interleucina-1 associado a quinase 4 (IRAK-4), sendo
este ativado (Cohen, 2002). A ativacdo de IRAK-4 é mediada pela
proteina de diferenciacdo miel6ide 88 (MyD88). O IRAK-4 estimula o
fator associado ao fator de necrose tumoral (TRAF) e, sequencialmente,
o fator associado ao fator de necrose tumoral quinase (TRAK) (Annane
et al., 2005). Essa cascata de sinalizacéo resulta na liberacdo do NF-xB
gue se desloca para o nicleo da célula. O NF-xB se liga ao DNA,
ativando assim centenas de genes especificos que promovem a
expressao génica de moléculas pré-inflamatérias, como 0 TNF-a e a IL-
1B e também moléculas anti-inflamatérias como a IL-10 (Zingarelli,
2005) (figura 1), aumentando assim a produgdo de outras interleucinas,
guimiocinas, prostaglandinas, MMP, NO e ERO (Hirst et al., 2004).
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Figura 1: Fisiopatologia do S. pneumoniae no SNC: reconhecimento, invaséo e
resposta do hospedeiro. Adaptado de Barichello et al., 2013a. AIM2, ausente no
melanoma; ALT, acido lipoteicoico; IKB, inibidor de NF-xB; IKK, inibidor de
quinase 1kB; IL, interleucina; IRAK-4, receptor de interleucina associado a
quinase 4; MyD88, proteina de diferenciacéo mieldide 88; NF-kB, fator nuclear
kappa B; NLRP3, dominio de ligagdo a nucledtidos e proteina de repeticdo rica
em leucina 3; NOD, dominio de oligomerizagdo de ligagdo de nucleotideos;
PGL, peptideoglicano; PLI, pneumolisina; TAK, fator de crescimento
transformador ativado quinase; TLR, receptor Toll-like; TRAF, fator associado
ao receptor do TNF; TRAK, fator associado ao fator de necrose tumoral
quinase.
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Em consequéncia a producdo de citocinas, leucdcitos
polimorfonucleares sdo atraidos e ativados e, grandes quantidades de
ERO séo produzidas (Kastenbauer et al., 2002a). Um sulfatado de
glicoproteinas presente na superficie dos leucdcitos chamado sialil-
Lewis® liga-se as selectinas P e E das células endoteliais. Esta ligagio
torna-se mais forte quando CXCL-8 se liga ao seu receptor especifico
nos neutrofilos. As citocinas pré-inflamatorias, como 0 TNF-a, também
sd0 necessarias para induzir a expressao de moléculas de adesédo ICAM-
1 e ICAM-2. A ligacdo entre as células endoteliais e ICAM-1 permite a
passagem de neutrofilos em direcdo ao gradiente de substancias
guimioatraentes (Hanna e Etzioni, 2012). Isso leva a formacdo de
estresse oxidativo, producdo e liberacdo de citocinas e quimiocinas,
aumento da ativagdo de neutrofilos, peroxidagdo lipidica, danos ao
DNA, nitracdo de tirosina, a ativacio de metaloproteinases de matriz e
producdo de prostaglandina (Klein et al., 2006) (figura 2).
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Figura 2: Migracdo de leucdcitos, adaptado de Barichello et al., 2013a. ICAM,
molécula de adesdo intracellular; SNC, sistema nervoso central.

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO DURANTE A MENINGITE
PNEUMOCOCICA

Em condi¢es 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
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antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo (Droge, 2002), ocasionando
um possivel dano oxidativo em lipidios, proteinas e o DNA (Dalle-
Donne et al., 2003).

O conceito para ERO é de moléculas derivadas da reducdo parcial do
oxigénio molecular que reagem com moléculas organicas e sdo
citotdxicas, podendo induzir a morte celular neuronal. Em baixas
concentracdes, essas moléculas atuam em processos celulares de defesa
contra agentes patogénicos e reposta mitogénica (Valko et al., 2007).

O processo de estresse oxidativo é determinado pelo balango entre a
guantidade de espécies oxidantes geradas e a capacidade dos processos
metabdlicos de produzir antioxidantes (Halliwell e Whiteman, 2004).
Diversos tipos celulares podem sofrer dano oxidativo, no entanto, o
SNC é particularmente vulneravel aos efeitos deletérios do estresse
oxidativo e isso ocorre devido a utilizacdo de altas taxas de oxigénio
qguando comparado a outros 6rgdos, presenca de &cidos graxos poli-
insaturados, que podem ser alvos das ERO, e por possuir uma baixa
concentracdo das defesas antioxidantes (De Menezes et al., 2009). Os
mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo 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). A SOD, em
condi¢Bes normais, catalisa a rea¢do de conversdo do &nion superdxido
em peroxido de hidrogénio, que é eliminado pela acdo das enzimas CAT
e GPx (Halliwell, 1987).

A resposta imune do hospedeiro, através da produgdo de citocinas,
guimiocinas e a migracdo de leucdcitos é a primeira linha de defesa em
resposta a infeccdo bacteriana (Scheld et al., 2002). Além disso, 0s
leucdcitos polimorfonucleares produzem NO', radical anion superéxido
(027) e peroxido de hidrogénio (H,O,). 027 e NO’ podem levar a
formacéo de peroxinitrito (ONOQO), que é um forte oxidante (Klein et
al., 2006). Este oxidante exerce efeitos citotoxicos nas células
endoteliais (Szabo, 2003), aumenta a permeabilidade da BHE, induz a
peroxidacédo de lipidios e outras interacfes complexas que podem estar
envolvidas na fisiopatologia da meningite pneumocdcica (Klein et al.,
2006).

Durante a meningite pneumocaocica, espécies reativas de nitrogénio e
ERO sdo produzidas por células imunes residentes do cérebro como
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parte da resposta do hospedeiro contra infec¢bes bacterianas (Aycicek et
al., 2007; Mook-Kanamori et al., 2011). S. pneumoniae também produz
H,0,, que interage com NO" formando ONOQO™ (Mitchell, 2000; Braun
et al., 2002). O ONOO- pode danificar neurdnios e células gliais por
peroxidacdo lipidica e desestabilizacdo da membrana celular e também
pode causar a desintegragdo do DNA e subsequente ativacdo de
polimerase, 0 que leva a reducdo da energia e morte celular (Scheld et
al., 2002).

As sequelas neurolégicas deixadas pela meningite pneumocécica sdo
estimadas em aproximadamente 50 % dos pacientes sobreviventes
(Kastenbauer e Pfister, 2003; Mook-Kanamori et al., 2011). O
tratamento adjuvante com antioxidantes preveniu dano cognitivo e 0
estresse oxidativo no cérebro dos ratos sobreviventes do modelo animal
de meningite bacteriana (Barichello et al., 2012d). As ERO estdo
relacionadas a estas sequelas cognitivas por causa do dano celular que
causam. O sistema nervoso € uma rede Unica de diversos tipos de
células, compreendendo multiplas proteinas, lipidios e carboidratos, e
tem importantes interagdes com todos 0s principais 6rgdos do corpo
(Harris e Amor, 2011). Dessa maneira, o cérebro torna-se vulneravel aos
danos oxidativos devido ao seu alto consumo de oxigénio e baixa
expressao de niveis de antioxidantes (Harris e Amor, 2011).

O H;0, e pneumolisina produzida pelo pneumococo pode causar a
morte das células neuronais através de dano mitocondrial (Braun et al.,
2002; Mitchell et al., 2004), levando a liberacdo do fator indutor de
apoptose (AIF) no citosol e subsequentemente induzindo apoptose por
uma via independente de caspase. Além disso, os leucdcitos ativam a
proteina supressora de tumor (p53) e a cinase de ataxia telangiectasia
mutada (ATM), que induzem as mitocondrias a liberarem o citocromo-c.
O citocromo-c e Apaf-1 sdo necessarios para formar o apoptossoma, que
é um complexo de proteina especial. Subsequentemente, 0 apoptosoma
ativa a caspase-9, que resulta na ativacdo da caspase-3 e apoptose
(Mitchell et al., 2004; Marek, 2013).

Uma das principais caracteristicas durante a meningite pneumocdcica
é a disfuncdo da BHE. Ha registro de quebra da BHE 12 horas apds a
inducdo da meningite pneumocécica em modelo animal (Barichello et
al., 2012a), e, subsequente, a producdo de citocinas (Barichello et al.,
2010b). As ERO tém sido implicadas como mediadores da disfuncéo da
BHE (Klein et al., 2006), sugerindo que o aumento da permeabilidade
BHE pode estar relacionado com a presenca de NO* e 02" (Mayhan,
2000). Além disso, a administracdo de antioxidante preveniu a quebra
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da BHE em meningite pneumocdcica experimental (Kastenbauer et al.,
1999; Kastenbauer et al., 2002b).

1.4 BARREIRA HEMATOENCEFALICA

Muitos agentes patogénicos meningeos sdo capazes de colonizar a
pele e diferentes superficies mucosas de individuos saudaveis. Em
certos casos, as bactérias penetram nas barreiras celulares do hospedeiro
e iniciam uma infeccdo local que pode resultar em disseminacéo
sisttmica (Doran et al.,, 2016). A sobrevivéncia no sangue é um
importante traco de viruléncia dos agentes patogénicos meningeos
(Rosenstein et al., 2001). Apds a sobrevivéncia na corrente sanguinea ou
disseminacdo de focos infecciosos nas proximidades do cérebro
(mastoidite, sinusite), as bactérias podem invadir o SNC, resultando em
inflamacdo das meninges, pleocitose no LCR, infiltragdo no tecido
nervoso e aumento da permeabilidade da BHE (Doran et al., 2016).

A BHE ¢ uma estrutura especializada do SNC que controla e regula a
homeostase do cérebro, medula espinhal e LCR com o restante dos
sistemas. A barreira é formada pela presenca das jungdes das células
endoteliais que formam uma camada que reveste a superficie interior
dos vasos sanguineos e que controlam a abertura e fechamento
coordenado das juncdes célula-célula (Munzel et al., 2008; Stamatovic
et al., 2008) (figura 3). Estas juncdes sdo compostas de diferentes
complexos multi-proteicos, como as juncdes apertadas e as juncoes
endoteliais aderentes que sdo o0s principais reguladores da
permeabilidade celular (Bazzoni e Dejana, 2004). Os agentes
patogénicos s6 conseguem invadir o cérebro apds atravessar a camada
de células endoteliais da BHE e, para isso, devem apresentar estratégias
para ultrapassar esta barreira (Doran et al., 2016).
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Figura 3: llustracdo do SNC e BHE. Figura elaborada pelo autor, 2017.

Para causar infeccdo do SNC, o pneumococo necessita colonizar o
trato respiratorio, burlar as defesas das mucosas e alcangar a corrente
sanguinea. Para entrar na corrente sanguinea, um arsenal de fatores de
viruléncia é usado incluindo proteinas de superficie, capsula de
polissacarideo e parede celular (Doran et al., 2016). Esse mecanismo de
entrada, chamado de "invasdo inata”, neutraliza mecanismos imunes
inatos e emprega mimetismo molecular para promover a invasdo. A
invasdo inata é iniciada pela ligacdo das bactérias ao epitélio
respiratorio. A adesina, proteina A de ligagéo a colina (CbpA), liga-se
ao receptor polimérico de imunoglobina (plgR) iniciando, assim, a
translocagdo bacteriana através do epitélio nasofaringeo (Zhang et al.,
2000).

A bacteremia de alto titulo promove o desenvolvimento de meningite
por interacdes bacterianas com hospedeiro na BHE. No endotélio
cerebrovascular, CbpA liga-se ao receptor de laminina (Orihuela et al.).
Além do receptor de laminina, demonstrou-se que a molécula de adeséao
1 de células endoteliais plaquetarias (PECAM-1, também conhecida
como CD31) e o dominio semelhante a lectina da neuraminidase A
(NanA) pneumocdcica contribuem para a ligacdo do pneumococo as
células endoteliais da BHE (Uchiyama et al., 2009; lovino et al., 2014).

Apbs a ligacdo bacteriana as células epiteliais ou endoteliais, a
translocagéo através da barreira € novamente mediada pelo processo de
invasdo inata. A fosforilcolina é exibida na superficie de praticamente
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todos os patdgenos respiratorios e, imitando a quimiocina PAF, medeia
a ligacdo ao receptor de fator ativador de plaquetas humano (PAFr)
(Cundell et al., 1995). A ligacdo de fosforilcolina ao PAFr conduz a
captagdo mediada por clatrina de bactérias num vactolo, facilitando
assim a translocacdo bacteriana intracelular da corrente sanguinea para o
cérebro (Radin et al., 2005). Experimentos usando antagonistas de PAFr
ou ratos knockout para o PAFr revelaram que as bactérias ndo invadem a
corrente sanguinea ou 0 SNC quando este receptor ndo esta disponivel
(Fillon et al., 2006). Além da interagdo e travessia da BHE mediada pelo
receptor nas células hospedeiras, 0 pneumococo pode ganhar acesso ao
SNC paracelularmente por disfuncdo da integridade da BHE. Este
processo é mediado pela citolisina pneumolisina dependente do
colesterol (Zysk et al., 2001) e a-glicerofosfato oxidase GIpO (Mahdi et
al.) que libera H,O, causando apoptose das células endoteliais
microvasculares cerebrais (Kostyukova et al., 1995).

A lesdo subsequente do tecido do SNC resulta do dano neuronal
apoptético, isquemia cerebral, edema, hidrocefalia e aumento da pressdo
intracraniana e pode ser causada por produtos bacterianos toxicos e vias
inflamatdrias do hospedeiro iniciadas para eliminar o patégeno (Mook-
Kanamori et al., 2011). Em particular, a resposta inflamatoria excessiva
dos neutrofilos tem sido associada ao aumento da lesdo do SNC (Koedel
et al., 2009).

1.5 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF)

As neurotrofinas, uma familia de fatores neurotréficos, controlam a
morte, manutencdo e fungao das células neuronais no desenvolvimento e
desempenham um papel importante na diferenciacdo e sobrevivéncia
neuronal (Gianinazzi et al., 2003). Acredita-se que o efeito destes
fatores de crescimento tenha origem na estimulacdo da neogénese,
angiogénese, células estaminais e protecéo contra efeitos neutralizantes
do estresse neuronal de aminoacidos excitatorios (Solaroglu et al., 2006;
Brandt, 2010).

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é de particular
interesse, uma vez que O Seu receptor é encontrado numa ampla
variedade de células neuronais e é altamente expresso no hipocampo,
exercendo efeitos sobre as fungfes neuronais na idade adulta e na
sobrevivéncia de vérias células do SNC (Nagahara e Tuszynski, 2011).
Devido aos seus efeitos neuroprotetores, 0 BDNF é promissor como
tratamento para doencas do SNC (Comim et al., 2013).
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A principal fungdo do BDNF é melhorar a transmissdo, facilitar a
plasticidade e promover o crescimento sinaptico tendo, assim, papel
fundamental nas fungdes cognitivas, como aprendizado e memoria (Frey
et al., 2006). O BDNF promove também formacéao de sinapses (Park et
al., 2013), regulamentando a ramificagdo axonal e crescimento
dendritico (Cohen-Cory e Fraser, 1995).

O BDNF evita a morte neuronal induzida por diversos tipos de
insultos incluindo, isquemia devido a falta de oxigénio, glicose ou
privacdo de soro (Tong e Perez-Polo, 1998), estresse oxidativo (Ferenz
et al., 2012; Lee et al., 2012) excitotoxidade e proteinas toxicas como a
B-amildide (Arancibia et al., 2008). As funcgdes de pré-sobrevivéncia do
BDNF se manifestam principalmente quando os neurénios estdo sobre
estresse. Dessa forma, o BDNF pode servir como um regulador da
homeostase, provocando fungbes neuroprotetoras apenas quando 0s
neurdnios sdo atacados em condi¢des patologicas. Além disso, tem sido
demonstrado que o BDNF possui efeito redutor de dano neuronal na
meningite bacteriana e na isquemia cerebral através do bloqueio da
ativacdo da caspase-3, a qual é associada com a apoptose neuronal,
presente em cortex e hipocampo de ratos induzidos a meningite e
isquemia (Han e Holtzman, 2000; Bifrare et al., 2005).

Morichi et al. mostraram alteracGes dos niveis de BDNF no soro e
LCR de pacientes pediatricos com meningite bacteriana (Morichi et al.,
2013). Ja é bem descrito na literatura que o BDNF desempenha um
papel crucial na aprendizagem e na memoria (Rattiner et al., 2005;
Bekinschtein et al., 2007), o que sugere que a hipdtese de que a
disfungdo cognitiva apds meningite bacteriana pode ser correlacionada
as alteracOes desta neurotrofina.

1.6 VITAMINA B6

A vitamina B6 é um nome genérico que inclui trés derivados de
piridina modificados na sua posicdo 4 e chamados de piridoxal,
piridoxamina e piridoxina, portando um grupo aldeido, aminometil e
hidroximetil, respectivamente. Todas as trés formas existem como
derivados que sdo fosforilados na posicdo 5. Estes sdo piridoxal 5’-
fosfato (PLP), piridoxamina 5’-fosfato (PMP) e piridoxina 5’-fosfato
(PNP) (Coburn, 1996). A PLP néo é sintetizada em humanos, mas é
obtida a partir de varios alimentos, incluindo carne, produtos lacteos,
feijoes, nozes, batatas e varias frutas e legumes. Os produtos de origem
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animal contém principalmente PLP e PMP, enquanto que em produtos
derivados de plantas, PNP ¢é principal forma de B6 (Coburn, 2015).

A PLP, o vitamero ativo de B6, serve como co-fator para mais de 150
enzimas, que constituem cerca de 4% de todas as atividades enzimaticas
(Percudani e Peracchi, 2009). Estas enzimas catalisam uma vasta gama
de reacdes envolvendo aminoacidos e aminas, incluindo transaminacdes,
clivagens de aldol e a-descarboxilagdes (Eliot e Kirsch, 2004). A maior
parte das reacGes faz parte da sintese e degradacdo de aminodcidos,
enquanto outras estdo relacionadas ao metabolismo de um carbono,
metabolismo  lipidico,  gliconeogénese e  biossintese  de
neurotransmissores (Eliot e Kirsch, 2004; Percudani e Peracchi, 2009).
Além de funcionar como um co-fator, a vitamina B6 foi descrita como
um eliminador de ERO (Kannan e Jain, 2004), quelante de ferro
(Wondrak e Jacobson, 2012) e chaperona no processo de dobramento
enzimatico (Cellini et al., 2014).

A deficiéncia dietética de vitamina B6 € rara nos paises
desenvolvidos, mas a baixa concentracdo de vitamina B6 circulante tem
sido relatada em usuéarios de contraceptivos orais (Spinneker et al.,
2007), fumantes (Midttun et al., 2011), individuos com alcoolismo
(Ulvik et al., 2010), doenca celiaca e diabetes. A baixa ingestdo de
vitamina B6 estd associada a um aumento do risco de doenga
cardiovascular (Tavani et al., 2004) e cancer (Zhang et al., 2013).

A vitamina B6 esta relacionada com niveis elevados de citocinas pro-
inflamatdrias quando presente em baixas concentracbes no plasma
(Friso et al., 2001). A PLP apresentou uma associacdo inversa com
marcadores inflamatérios em estudos clinicos e populacionais (Friso et
al., 2004; Ulvik et al., 2012). Estudos de coortes populacionais
demonstraram que a PLP plasmatica esta inversamente relacionada com
numerosos marcadores de inflamacdo, incluindo proteina C reativa
(Shen et al., 2010), receptor de IL-6 (Gori et al., 2006), contagem de
leucécitos e proporcdo quinurenina/triptofano (Theofylaktopoulou et al.,
2014). Estes resultados sugerem que a vitamina B6 protege contra a
inflamac&o e que a inflamagéo afeta negativamente o estado da vitamina
B6 tal como medido pela PLP no plasma (Morris et al., 2010).

Pesquisas demonstram que a inflamagdo conduz a uma reducédo
acentuada de PLP plasmatica. As alteracfes na distribuicdo de vitamina
B6 no tecido durante a inflamagdo podem modular enzimas dependentes
de PLP e vias metabdlicas que desempenham um papel significativo na
resposta inflamatéria. As redes dependentes de vitamina B6 de
metabdlitos com efeitos imunomoduladores e/ou que respondem a
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inflamacdo podem ser designadas como vias inflamatérias dependentes
de vitamina B6 (Ueland et al., 2016).

A fisiopatologia da meningite pneumocdcica é iniciada pela ativagdo
do sistema imunoldgico do hospedeiro, levando a inducdo de vias
metabdlicas no cérebro (Bellac et al., 2006a). A reacdo inflamatoria,
pela liberacdo de mediadores inflamatdrios como as citocinas, ativa via
da quinurenina através da ativacdo da enzima indoleamina 2,3
dioxigenase (IDO) (Macchiarulo et al., 2009), que é amplamente
manifestada nos tecidos, macréfagos e células dendriticas (Shimizu et
al., 1978). Isso contribui para apoptose do hipocampo, uma forma de
lesdo cerebral associada a déficits de aprendizagem e memdria (Liechti
etal., 2014).

O aminoécido essencial triptofano é principalmente catabolizado ao
longo da conhecida via da quinurenina, que produz uma variedade de
compostos, muitos dos quais com efeitos imunomoduladores. Varias
enzimas envolvidas na via da quinurenina requerem PLP como co-fator
e sua expressdo € regulada por citocinas inflamatérias (Pinto et al.,
2014). A quinurenina é metabolizada em acido quinurénico ou &cido
antranilico através de reacBes catalisadas pela quinurenina
aminotransferase ou quinureninase, ambas enzimas necessitam de PLP
atuando como co-factor (Phillips, 2014).

A IDO na microglia cataboliza o aminoacido L-triptofano a
quinurenina (Munn et al., 1999; Guillemin et al., 2005). O aumento da
degradagdo do triptofano causada pela ativacdo da via da quinurenina
pode também estar envolvido nos processos que resultam em danos
neuronais observados na meningite pneumocdcica (Bellac et al., 2006a;
2010; De Souza et al., 2011). O efeito neurotoxico dos intermediarios 3-
hidroxiquinurenina e acido 3-hidroxiantanilico envolve a geracdo de
superéxido e H,O, que contribuem para processos oxidativos
implicados na fisiopatologia da meningite. Em contrapartida, o acido
quinurénico, um produto final da via da quinurenina, é um metabolito
neuroprotetor e imunomodulador que inibe o receptor de N-metil-D-
aspartato (NMDA) e protege contra danos cerebrais excitotdxicos em
meningite bacteriana experimental (Bellac et al., 2006a).

A quinurenina, por sua vez, ¢ metabolizada numa sucessdo de
compostos com propriedades neurotéxicas. Um dos seus metabolitos, o
acido quinolinico, pode aumentar a liberagdo do glutamato e inibir sua
receptacdo por astrécitos, aumentando, deste modo, sua concentracdo no
microambiente, causando neurotoxicidade, gerando o estresse oxidativo,
disfungdo energética, rompimento do citoesqueleto, morte celular e
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alteracBes comportamentais (Lugo-Huitron et al., 2013). Assim, a
vitamina B6, desempenha um papel na prevencdo de acumulo de
intermediarios neurotoxicos produzidos durante o metabolismo do
triptofano (Van De Kamp e Smolen, 1995). Zysset et al. (2013)
demonstrou que a vitamina B6 levou a uma reducdo significativa da
apoptose do hipocampo pela regulagdo negativa dos genes envolvidos
em processos de resposta inflamatéria, sinalizagcdo neuronal e morte
celular apoptéticas. A vitamina B6, também tem sido implicada no
aumento da expressdo do BDNF no hipocampo de ratos em meningite
experimental (Zysset-Burri et al., 2013). Além disso, esta neurotrofina é
envolvida na neurogénese e protege contra varias formas de lesdo
cerebral em meningite pneumocdcica (Bifrare et al., 2005), bloqueia a
ativacdo da caspase-3 (Han et al., 2000), e reduz a apoptose em modelos
animais de meningite (Li et al., 2007).

1.7 VITAMINA B9

O écido fdlico (vitamina B9) é um co-fator no metabolismo de um
carbono que promove a restauragdo da metionina a partir da
homocisteina (Kronenberg et al., 2009). Essa vitamina é um nutriente
essencial da dieta humana envolvida em numerosas rea¢des metabolicas,
por exemplo, a biossintese de DNA e RNA e interconversdes de
aminoacidos (Zhao et al., 2016). A estimulacdo do sistema imune pode
contribuir para a hiperhomocisteinemia em algumas doencas
inflamatdrias como sepse e meningite (Ploder et al., 2010). A vitamina
B9 exerce agBes neuroprotetoras prevenindo os danos causados por
hiper-homocisteinemia aguda in vivo (Tagliari et al., 2006).

A suplementacdo com vitamina B9 leva a uma diminuigdo nos niveis
de homocisteina e previne as alteracdes patogénicas e epigenéticas,
exibindo eficacia protetora contra a neurotoxicidade induzida por
homocisteina (Kalani et al., 2014). A homocisteina atua como um
agonista direto no local de ligacdo do glutamato no receptor NMDA
(Lipton et al., 1997). Além disso, o tratamento com vitamina B9 impede
déficits de memdria e reducdo de niveis do BDNF induzidas por injecéo
de homocisteina (Matte et al., 2009). A alteracdo de micronutrientes
maternos, tais como vitamina B9, vitamina B12 e dmega-3, reduz 0s
niveis de BDNF em gesta¢des pré-termo (Dhobale e Joshi, 2012). Uma
forma potencial de prevencéo de danos na meningite pneumocdcica esta
relacionada com a capacidade da vitamina B de se ligar a uma proteina
apresentadora de antigeno que estimula as células imunes
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especializadas, o que foi sugerido como um novo mecanismo pelo qual
0 sistema imunoldgico detecta infecgdes microbianas (Kjer-Nielsen et
al., 2012).

A vitamina B9 tem um papel importante na neuroplasticidade e
preservacdo da integridade neuronal (Kronenberg et al., 2009). A
suplementacdo com vitamina B9 aumenta reparos do SNC em adultos
(Iskandar et al., 2004) e também promove a neurogénese hipocampal
preservando as fungdes cognitivas apés o acidente vascular cerebral no
cérebro adulto (Zhang et al., 2012). A importancia da vitamina B9 no
sistema nervoso foi inicialmente descrita em estudos que encontraram
um risco aumentado de transtornos no neuro-desenvolvimento na prole
de mulheres gravidas com deficiéncia desse nutriente (Smithells et al.,
1976; Blom et al., 2006). Desde entdo, foram obtidas s6lidas evidéncias
epidemioldgicas que relacionam o metabolismo anormal da vitamina B9
com defeitos do tubo neural (Blom et al., 2006). Além disso, a
fortificagdo compulséria de vitamina B9 nos EUA levou a um declinio
significativo na prevaléncia de espinha bifida e anencefalia (Williams et
al., 2002; Williams et al., 2005). Em mamiferos adultos, incluindo o
humano, novos neurdnios continuam a ser gerados no giro denteado do
hipocampo (Eriksson et al., 1998) e a deficiéncia experimental de
vitamina B9 in vivo diminui o ndmero de células em proliferacdo no
giro dentado do hipocampo em ratos adultos (Kruman et al., 2005).
Demonstrou-se que a deficiéncia de vitamina B9 ou o antagonismo de
folato exercem efeitos profundos sobre oligodendrdcitos, astroglia e
microglia. Usando ressonancia magnética, foi observado que baixas
concentracBes de vitamina B9 em seres humanos possuem associa¢éo
com a reducdo do volume hipocampal e amigdala e atrofia cerebral
global (Yang et al., 2007).

Em relagdo a plasticidade sinaptica, foram relatados efeitos diretos da
vitamina B9 sobre a neurotransmissdo, por exemplo, aumento da
neurotransmissdo dopaminérgica no nicleo accumbens (Stephens e
Uretsky, 1986; Kronenberg et al., 2009), aumento da excitabilidade dos
circuitos do hipocampo, que envolve um bloqueio pos-sindptico das
respostas gabaérgicas. A importancia da vitamina B9 no sistema
nervoso também foi demonstrada em muitos outros transtornos
neuroldgicos, incluindo defeitos no tubo neural em fetos e doenga de
Alzheimer em idosos. Estudos anteriores mostraram que niveis baixos
de vitamina B9 estdo associados com acidente vascular cerebral
isquémico. A suplementacéo de vitamina B9 como prevencéo primaria
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pode reduzir em 18% o risco de acidente vascular cerebral (Lin et al.,
2004).

Além do seu papel essencial na sintese de DNA, RNA e proteinas para
a funcdo neurolégica (Kronenberg et al., 2009; Fenech, 2010), a
vitamina B9 tem sido postulado como um agente antidepressivo,
baseado em estudos pré-clinicos (Brocardo Pde et al., 2008; Budni et al.,
2012) e clinico (Astorg et al., 2008). Do mesmo modo, foram relatadas
propriedades anti-maniaca (Brocardo et al., 2010), melhoras cognitivas
(Matté et al., 2009a, Singh et al., 2011) e neuroprotetoras para esta
vitamina (Matte et al., 2009; Shen et al., 2010; Budni et al., 2011).

1.8 JUSTIFICATIVA

Atualmente, apesar dos avancos nos cuidados de saude, as taxas de
mortalidade por meningite pneumocdcica continuam altas e um ndmero
consideravel de sobreviventes apresentam sequelas comportamentais,
perda de audicdo, convulsdes, déficits neurolégicos, prejuizo de
aprendizagem e perda de meméria. No entanto, 0s mecanismos
bioldgicos que desencadeiam essas alteracdes cognitivas nos pacientes
ap6s meningite bacteriana ndo sdo totalmente elucidados. Por essas
razdes, estudos combinando parametros comportamentais e
neuroquimicos utilizando tratamentos adjuvantes, que visam a melhora
na compreensdo dos mecanismos que levam a estes déficits em longo
prazo sdo, sem davidas, de suma importancia para a comunidade.
Estudos vém demonstrando que a suplementag¢do com vitamina B6 e B9
pode exercer efeito protetor sobre prejuizo de meméria e aprendizagem
em modelos experimentais de depresséo e doencas inflamatorias devido
a sua capacidade de reparo neuronal e seu potencial perfil antioxidante.
Deste modo, o tratamento adjuvante com vitaminas do complexo B
poderia balancear a resposta imune do hospedeiro auxiliando na
prevencdo de danos cognitivos ocasionados pela meningite
pneumocadcica.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar 0 uso de vitamina B6 e B9 como terapias na prevengdo de
danos neuronais ocasionados pela meningite pneumocécica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o dano oxidativo e defesa antioxidante enzimatica no
hipocampo e cdértex pre-frontal de ratos Wistar tratados ou ndo com
vitamina B6 ou B9 24 horas apds a inducdo de meningite
pneumocdcica.

- Avaliar a integridade da BHE em 12, 18 e 24 horas ap6s a inducéo
de meningite por S. pneumoniae nas estruturas cerebrais, hipocampo e
cortex, de ratos Wistar adultos tratados ou ndo com vitamina B6 ou B9.

- Avaliar parametros de memdria e aprendizagem, através dos testes
de habituacdo ao campo aberto, esquiva inibitdria e reconhecimento de
objetos de animais induzidos a meningite pneumocdcica tratados ou néo
com vitamina B6 ou B9 10 dias apds a inducéo.

- Avaliar o efeito das vitamina B6 ou B9 sobre os niveis BDNF nas
estruturas cerebrais, hipocampo e cortex pré-frontal, de ratos Wistar
adultos 10 dias apds a indugdo de meningite pneumocdcica.

- Avaliar o dano oxidativo e defesa antioxidante enzimatica no
hipocampo e cértex pré-frontal de ratos Wistar tratados ou ndo com
vitamina B6 ou B9 10 dias ap6s a indugdo de meningite pneumocdcica.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia
Experimental e Laboratério de Neurociéncias da Universidade do
Extremo Sul Catarinense, UNESC, Criciuma, SC, Brasil. O projeto foi
aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais, UNESC (121/2012 e
022/2013, anexo).

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos no estudo ratos Wistar machos adultos, com 60 dias
de vida, com peso corporal de 250 a 350 g e que ndo tenham sido
utilizados em estudos anteriores, provenientes do Biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), onde
permaneceram alojados em local fresco e arejado em um ciclo 12 horas
claro/escuro, a uma temperatura de 23 °C +/- 1°C, com alimento e agua
sempre disponiveis.

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

3.3 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Com base em estudos prévios em pacientes e estudos em modelos
animais, para uma diferenca de até 20% nos parametros a serem
analisados entre 0s grupos, com uma variancia de no maximo 10% entre
as médias calculou-se um tamanho de amostra de 6 animais por grupo
para os testes bioquimicos e 10 animais por grupo para 0s testes
comportamentais, para um erro alfa de 0,05 e um poder de 80%. O total
de animais utilizados para a realizacdo dessa tese foi de 540 ratos Wistar
adultos.

3.4 ORGANISMO INFECTANTE
S. pneumoniae, sorotipo 111, proveniente do Instituto Adolfo Lutz, foi

cultivado durante a noite em 10 mL de Todd Hewitt, em seguida,
diluido em meio fresco e crescido até a fase logaritmica. A cultura foi
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centrifugada durante 10 min a 5000 x g e re-suspendida em soro
fisiolégico estéril até a concentracéo de 5 x 10° UFCol/ml. O tamanho
do inoculo foi confirmado por cultura quantitativa (Grandgirard et al.,
2007b; Barichello et al., 2010a).

3.5 MODELO ANIMAL DE MENINGITE

Ratos machos Wistar (60 dias de vida) foram utilizados para 0s
experimentos. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comisséo
de Etica em Pesquisa no Uso Animal (CEUA/UNESC), Brasil. Todos 0s
procedimentos cirurgicos e inoculagdes bacterianas foram realizados sob
anestesia consistindo de administracdo intraperitoneal de cloridrato de
cetamina (6,6 mg/kg) e cloridrato de xilazina (0,3 mg/kg) (Grandgirard
et al., 2007b; Barichello et al., 2010c). Os animais receberam uma
injecdo intracisternal (i.c.) de 10 pL de LCR artificial (grupos controles)
ou volume equivalente de suspensdo de S. pneumoniae (grupos
meningite). Ao mesmo tempo da inoculagdo, os animais receberam
reposicdo de fluidos e regressaram as suas gaiolas (Irazuzta et al., 2008;
Barichello et al., 2010c). A meningite foi documentada a partir de uma
cultura quantitativa de 5 pL de LCR obtidos por puncdo da cisterna
magna (Barichello et al., 2010c). Dezoito horas ap6s a inducdo da
meningite 0s animais destinados aos testes comportamentais receberam
tratamento com antimicrobiano (100 mg/kg de ceftriaxona) a cada 12
horas durante 7 dias.

3.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para os experimentos com vitamina B9 os animais foram divididos em
6 (seis) grupos: controle/salina; controle/B9 10 mg/Kg; controle/B9 50
mg/Kg; meningite/salina, meningite/B9 10 mg/Kg e meningite/B9 50
mg/Kg. Para as dosagens de estresse oxidativo em 24 horas foram
utilizados 6 animais por grupo, totalizando 36 animais. Para avaliagdo
da integridade da BHE foram utilizados 6 animais por grupo, tendo a
BHE 3 horarios diferentes de morte e considerando que cada horario
teve 6 grupos o total foi de 108 animais. Para avaliacdo de parametros
comportamentais foram utilizados 10 animais por grupo para cada teste,
sendo 3 testes o total de 180 animais.

Para os experimentos com vitamina B6, os animais foram divididos
em 4 grupos: controle/salina; controle/B6; meningite/salina e
meningite/B6. Para as dosagens de estresse oxidativo em 24 horas foram
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utilizados 6 animais por grupo, totalizando 24 animais. Para avaliacdo
da integridade da BHE foram utilizados 6 animais por grupo, tendo a
BHE 3 horérios diferentes de morte e considerando que cada horario
teve 4 grupos o total foi de 72 animais. Para avaliagdo de parametros
comportamentais foram utilizados 10 animais por grupo para cada teste,
sendo 3 testes o total de 120 animais.

3.7 TRATAMENTO

A vitamina B9 (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA) foi
dissolvida em agua destilada e administrada por via oral por gavagem,
nas doses de 10 e 50 mg/Kg iniciando o tratamento 18 horas ap0s a
inducdo da meningite e seguindo por 7 dias, 1 vez ao dia. A solucdo de
vitamina B9 foi preparada antes da administracdo de um volume de 1
mL/kg (Budni et al., 2013). Para os animais dos testes em 24 horas foi
administrada uma dose Unica em 18 horas ap6s a inducao.

Os animais receberam 360 pL de vitamina B6 (600 mg/kg; Sigma-
Aldrich, Alemanha) ou salina estéril por via subcutanea (sc) em 0 e 18
horas ap0s a inducdo da meningite (Zysset-Burri et al., 2013).

3.8 DESENHO EXPERIMENTAL

Para as avaliagcGes dos pardmetros de estresse oxidativo em 24 horas
os animais foram divididos nos grupos acima descritos e receberam 0
tratamento com vitamina B6 em 0 e 18 horas e 0s animais do protocolo
com vitamina B9 receberam o tratamento em 18 horas ap6s inducédo da
meningite pneumocdcica (figura 4 e 5, respectivamente).
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Vitamina B6 (600 mg/Kg s.c.)

0 hora 18 horas 24 horas
| |
\ \
Indugéo Confirmacdo da Retirada de estruturas
—— meningite
¥

Controle/salina

Hipocampo e cortex pré-frontal
¥

Estresse oxidativo

Controle/B6

Meningite/salina

Meningite/B6
Figura 4: Representacdo da linha do tempo para a indugdo da meningite,
tratamento adjuvante com vitamina B6 e morte dos animais em 24 horas para
parametros de estresse oxidativo.

Vitamina B9 (10 e 50 mg/Kg)

0 hora 18 horas 24 horas
\ | |
\ \ \
Inducdo Confirmacéo da Retirada de estruturas
meningite
Controle/salina v
Hipocampo e cértex pré-frontal
Controle/B9 10 mg/kg \L

Controle/B9 50 mg/kg
Estresse oxidativo

Meningite/salina

Meningite/B9 10 mg/kg

I

Meningite/B9 50 mg/kg

Figura 5: Representacdo da linha do tempo para a inducdo da meningite,
tratamento adjuvante com vitamina B9 e morte dos animais em 24 horas para
parametros de estresse oxidativo.

Para avaliacdo da integridade da BHE os animais receberam
tratamento com vitamina B6 ou B9 imediatamente ap6s a inducdo e
foram submetidos a técnica do corante de azul de Evans e mortos em 12,
18 e 24 horas apds a indugdo da meningite pneumocdcica (figura 6).
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0

Vitamina B6 (600 mg/Kg s.c.)
ou
Vitamina B9 (10 mg/Kg)

0 hora 12 horas 18 horas 24 horas
\ | | |
\ | \ \
Inducéo L J
—— I
| Controle/salina ‘ Azul de Evans e retirada de
estruturas
| Controle/B6 \ ¥

Hipocampo e cortex
v

Integridade da BHE ‘

Controle/B9 10 mg/kg

Meningite/salina

\ |
| |
\ Meningite/B6 \ |

| Meningite/Bs 10 mgrkg |

Figura 6: Representacdo da linha do tempo para a indugdo da meningite,
tratamento adjuvante e morte dos animais para avaliacdo da integridade da
BHE.

Para os testes comportamentais 0s animais receberam tratamento com
antimicrobiano Ceftriaxona iniciando em 18 horas se mantendo por 7
dias, 2 vezes ao dia ap6s a inducdo da meningite. A vitamina B6 foi
administrada em 0 e 18 horas por via subcutanea e a vitamina B9 teve o
inicio do tratamento em 18 horas apés a inducdo se mantendo por 7 dias,
1 vez ao dia, via oral (gavagem) (figura 7 e 8, respectivamente).

Vitamina B6 (600 mg/Kg s.c.)

0 hora 18 horas 7 dias 10 dias
\ | | |
\ \ \ \
Inducéo L Y / Testes comportamentais:
— Habituacdo ao campo aberto,
- Ceftriaxona (2 x ao dia) esquiva inibitoria e
Controle/salina reconhecimento de objetos
Controle/B6 \J/
Hipocampo e cortex pre-frontal
Meningite/salina Confirmagéo da v
meningite
Meningite/B6 ‘ Estresse oxidativo e BDNF ‘

Figura 7: Representacdo da linha do tempo para a indugdo da meningite,
tratamento adjuvante com vitamina B6, testes comportamentais e morte dos
animais para parametros de estresse oxidativo e niveis de BDNF.



61

Ceftriaxona (2 x ao dia)
Vitamina B9 (10 e 50 mg/Kg) 1 x ao dia

I\
[ !

0 hora 18 horas 7 dias 10 dias

Indugéo Confirmagéo da Testes comportamentais:
—t— meningite Habituacdo ac campo aberto,
- esquiva inibitoria e

Controle/salina reconhecimento de objetos

Controle/B9 10 mg/kg ¥
Hipocampo e cortex pré-frontal

Controle/B9 50 mg/kg ¥

Meningite/salina ‘ Estresse oxidativo @ BDNF ‘
Meningite/B9 10 mg/kg

Meningite/B9 50 mg/kg
Figura 8: Representacdo da linha do tempo para a indugdo da meningite,
tratamento adjuvante com vitamina B9, testes comportamentais e morte dos
animais para parametros de estresse oxidativo e niveis de BDNF.

3.9 TESTES BIOQUIMICOS
3.9.1 Avaliacao de danos oxidativos e defesa enzimatica
3.9.1.1 Medida de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS)

Como indicio de peroxidacao 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 tiobarbitlrico, fervidas
por 15 minutos e apds a quantidade de TBARS foi determinada pela
absorbancia em 535 nm.

3.9.1.2 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
dissolvidas com dinitrofenilidrazina. Os grupamentos carbonil foram
medidos pela absorbancia em 370 nm.
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3.9.1.3 Atividade da mieloperoxidase

Os tecidos foram homogeneizados (50 mg/mL) em 0,5% de brometo
de hexadeciltrimetilaménio 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 H,O,. A atividade foi medida espectrofotometricamente,
como a variagdo de absorvancia a 650 nm a 37 °C (De Young et al.,
1989).

3.9.1.4 Determinagdo da concentrag&o de nitrito/nitrato

A concentracdo 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,0 e 1% [w/v] de sulfanilamida em 5% [v/v] de H3PO, e
concentrar o volume [1:01] para a amostra de 100 pl. A densidade
oOptica foi mensurada a 550 nm utilizando um leitor de ensaio enzimatico
(Alshammari et al., 2012).

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

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

3.9.1.6 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., 2007a; Hoogman et al.,, 2007), foi entdo
administrado 1 mL de azul de Evans (1% dissolvido em solucédo 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 térax foi aberto
e 0 cérebro perfundido com 200 mL de solucdo salina 0,9% através do
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ventriculo esquerdo na pressdao de 100 mmHg até que o fluido de
perfusdo incolor foi obtido a partir do atrio direito.

Apbs os animais foram mortos por decapitacdo, sendo as estruturas
hipocampo e coértex retiradas e armazenadas a -80 °C para 0 posterior
teste bioquimico. Para avaliacdo da BHE, as amostras foram pesadas e
colocadas em 50% de solucdo tricloroacética. Apds
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 espectrofotdmetro de espectrofluorimetro
(Hitachi 650-40, Toquio, Japdo). Os calculos foram baseados no padrao
externo (62,5-500 ng/mL) no mesmo solvente. O teor de azul de Evans
no tecido foi quantificado a partir de uma linha padrédo 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 9).

Os animais foram cuidadosamente colocados no quadrante traseiro
esquerdo e, em seguida, deixados sozinhos para explorar a arena por 5
min (sessdo treino). Imediatamente ap6s 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
teste). Durante 5 minutos, em ambas as sessfes, foram observadas e
documentadas todas as vezes que o animal cruzar as linhas pretas
(crossings) ou se apoiar com as patas traseiras levantando as dianteiras,
atividade exploratéria (rearings). A diminuicdo do ndmero crossings e
rearings entre as duas sessdes foi tomado como uma medida da retencdo
de memodria de habituacdo (Vianna et al., 2000).



64

Figura 9: Teste de habituacdo ao campo aberto. Figura elaborada pelo autor,
2017.

3.10.2 Esquiva inibitéria

O teste de esquiva inibitoria foi realizado em um aparato que consiste
em uma caixa de acrilico medindo 50 x 25 x 25 cm (Albarsch, Porto
Alegre, Brasil), cujo piso é formado por barras paralelas de ago
inoxidavel (didmetro de 1 mm) espacadas em uma distancia de 1 cm.
Uma plataforma com 7 cm de largura e 2,5 cm de comprimento sera
colocada junto a parede esquerda do aparelho (figura 10). Na sessdo
treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e o tempo que
estes levaram para descer sobre as grades com as quatro patas foi
medido com um dispositivo automatico. Imediatamente apds tocarem
com as quatro patas na grade, os animais receberam um choque de 0,4
mA durante 2 segundos e voltaram a sua gaiola de origem. A sessdo
teste de curta duracdo foi realizada 1,5 h apds o treino (memoria de curta
duracdo). A sessdo teste de longa duracdo foi realizada 24 h apds a
sessdo treino (memdria 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 aplicado o choque. A laténcia é um
parametro classico de retencdo de memoria (lzquierdo et al., 1998;
Bevilaqua et al., 2003). O teste de esquiva inibitoria avalia a memoria
aversiva do animal. O aparato e os procedimentos tém sido descritos em
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estudos anteriormente publicados (Quevedo et al., 1997; Roesler et al.,
2003).

217 4

shock 0,4 mA
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Figura 10: Teste de esquiva inibitéria. Figura elaborada pelo autor, 2017.
3.10.3 Memoéria de reconhecimento de objetos

No primeiro dia foi realizado o treino, onde o animal foi colocado
cuidadosamente no quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho,
no qual explorara o ambiente por 5 minutos. O primeiro dia serve como
habituacdo do animal. No segundo dia o animal foi recolocado no
aparato, no qual estdo dois objetos iguais. O objeto A e objeto B (forma,
tamanho e cor), contou-se o tempo que o animal explorarou cada objeto
(A e B). No mesmo dia, 1 hora e 30 minutos foi avaliada a memdria de
curta duracdo, o animal explorou novamente o ambiente na presenca do
primeiro objeto familiar (objeto A) e o0 novo objeto (objeto C), contou-
se novamente o tempo total que o animal explorou cada objeto (De
Lima et al., 2005). No dia seguinte (24 horas ap6s) avaliou-se memoria
de longa duracdo onde foi feito o mesmo procedimento trocando o
objeto C pelo objeto D (diferente do objeto A), contou-se o tempo de
exploracdo de cada objeto (figura 11). Este teste avaliou as memorias de
curta e longa duracéo.
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Figura 11: Teste de reconhecimento de objetos. Figura elaborada pelo autor,
2017.
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3.11 ANALISES ESTATISTICAS

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

Para as andlises bioquimicas de estresse oxidativo, BHE e BDNF, o0s
dados foram apresentados como média + EPM e analisados por
ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. Dados da tarefa
de habituagdo ao campo aberto serdo relatados como média + EPM, e a
comparagdes dentre os grupos foram feitas utilizando-se teste t de
Student pareado. Dados da tarefa de esquiva inibitdria e reconhecimento
de objetos foram realizados pelo teste U-Mann-Whitney. As
comparagdes dentro dos grupos serdo realizadas pelo teste de Wilcoxon.
Em todas as comparagfes, p<0,05 foi considerado significativamente
estatistico. Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa
Statistical Package for the Social Science (SPSS) versdo 20.0.
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4 RESULTADOS

4.1 PARAMEIROS DE ESTRESSE OXIDATIVO 24 HORAS APOS
A INDUCAO EM ANIMAIS TRATADOS COM VITAMINA B6

A figura 12 ilustra os efeitos da meningite pneumocdcica sobre os
niveis de TBARS (MDA), carbonilacdo de proteinas, nitrito/nitrato,
atividade das enzimas MPO, SOD e CAT no hipocampo de ratos Wistar
adultos tratados com vitamina B6 24 horas apds a inducdo de meningite.
Os niveis de TBARS, carbonilacdo de proteinas e nitrito/nitrato foram
aumentados no hipocampo dos animais do grupo meningite que
receberam tratamento com salina quando comparados ao grupo
controle/salina. Entretanto esse aumento foi revertido com 0 uso
adjuvante de vitamina B6. A atividade de MPO foi aumentada no grupo
meningite/B6 quando comparado ao grupo controle/salina. A vitamina
B6 diminui a atividade dessa enzima nos animais que receberam
tratamento adjuvante. A atividade da SOD foi diminuida no grupo
meningite/salina, porém a vitamina B6 foi capaz de prevenir essa
diminuigdo dos animais do grupo meningite/B6 quando comparados ao
grupo meningite/salina. N&o houve altaracGes significativamente
estatisticas na atividade da CAT entre 0s grupos experimentais.
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Figura 12: Avaliacdo dos niveis de TBARS, carbonilagdo de proteinas,
nitrito/nitrato e atividade MPO, SOD e CAT no hipocampo de ratos Wistar
adultos 24 horas apés a inducdo de meningite pneumocdcica com tratamento
com vitamina B6. Os dados foram apresentados como média + EPM e
analisados por ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. Os
simbolos *p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagédo com o grupo
controle/salina; *p<0,05 indicam significancia estatistica quando comparados
com o grupo meningite/salina.

Os niveis de TBARS, carbonilacdo de proteinas, nitrito/nitrato foram
aumentados no cdrtex pré-frontal dos animais do grupo meningite com
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tratamento com salina quando comparados ao grupo controle com
salina. No entanto, a vitamina B6 foi capaz de diminuir esses parametros
nos animais que receberam o tratamento adjuvante quando comparados
ao grupo meningite tratado com salina. A atividade de MPO foi
aumentada no grupo meningite/salina e diminuida no grupo meningite
com tratamento com vitamina B6 (figura 13). A atividade de SOD se
mostrou aumentada somente no grupo meningite/salina em comparagéo
ao grupo controle/salina. Enquanto que a atividade de CAT foi
diminuida nesse grupo e aumentada no grupo meningite/B6.
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Figura 13: Avaliacdo dos niveis de TBARS, carbonilacdo de proteinas,
nitrito/nitrato e atividade MPO, SOD e CAT no cortex pré-frontal de ratos
Wistar adultos 24 horas ap6s a indugdo de meningite pneumocécica com
tratamento com vitamina B6. Os dados foram apresentados como média + EPM
e analisados por ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. Os
simbolos *p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagdo com o grupo
controle/salina; *p<0,05 indicam significancia estatistica quando comparados
com o grupo meningite/salina.
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4.2 PARAME'[ROS DE ESTRESSE OXIDATIVO 24 HORAS APOS
A INDUCAO EM ANIMAIS TRATADOS COM VITAMINA B9

A figura 14 ilustra os parametros de estresse oxidativo no hipocampo
de ratos Wistar adultos 24 horas apds a inducdo da meningite por S.
pneumoniae que receberam tratamento com vitamina B9 nas doses de
10 e 50 mg/kg. Os niveis de TBARS foram aumentados no hipocampo
dos animais do grupo meningite tratados com salina quando comparados
ao grupo controle/salina. Os niveis de carboilacdo de proteinas foi
aumentado no hipocampo do grupo meningite/salina comparados ao
grupo controle/salina e apenas a dose de vitamina B9 10 mg/kg foi
capaz de prevenir esse aumento. As concentracfes de nitrito/nitrato
foram aumentadas no grupo meningite/salina e ambas as doses de
vitamina B9 preveniram esse aumento. A atividade de MPO foi
aumentada no grupo meningite/salina e diminuida no grupo meningite
com tratamento adjuvante com vitamina B9 10 mg/kg. SOD teve sua
atividade diminuida no grupo meningite/salina e o tratamento com
vitamina B9 10 mg/kg foi capaz de prevenir essa diminuicao.
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Figura 14: Avaliacdo dos niveis de TBARS, carbonilagdo de proteinas,
nitrito/nitrato e atividade MPO, SOD e CAT no hipocampo de ratos Wistar
adultos 24 horas apés a inducdo de meningite pneumocdcica com tratamento
com vitamina B9. Os dados foram apresentados como média + EPM e
analisados por ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. Os
simbolos *p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagédo com o grupo
controle/salina; *p<0,05 indicam significancia estatistica quando comparados
com o grupo meningite/salina.

A figura 15 ilustra os efeitos do tratamento adjuvante com vitamina
B9 em 10 e 50 mg/kg sobre os pardmetros de estresse oxidativo no
cortex pré-frontal de ratos Wistar 24 horas apds submissdo a meningite



74

pneumocdcica. Os niveis de TBARS foram aumentados no cortex pré-
frontal dos animais do grupo meningite/salina quando comparados ao
grupo controle/salina e a dose de 10 mg/kg de vitamina B9 foi capaz de
prevenir esse aumento. A carbonilacdo de proteinas e niveis de
nitri/nitrato foi aumentada no grupo meningite/salina e ambas as doses
de vitamina B9 reverteram esse aumento. A atividade de MPO foi
aumentada, enquanto que a atividade de SOD e CAT foi diminuida no
grupo meningite/salina em comparagéo com o grupo controle/salina.

g 0.0004 R 3 Salina
2 3

g S _ 4 3 B9 10mg/Kg

o
£ 00003 * 52 == B9 50 mgKKg
3 S8 3
E Ta
= 0.0002 oo
g SE 2
- . $3
2 0.0001+ gs 4l .
: * L0 1
= 0.0000 0 L:] Ej
Controle Meningite Controle Meningite

o 0015 R

@ 0.04+

g * Kk * [ Salina
5 T : 3 B9 10 mgKKg
Eg 00104 M 20031 =3 B9 50 mgiKg
c ‘é # 5

[ oY t

°

o2 5 0.02

w € 0

o= a

S8 0005 s

g€ 3 001

Q o

3 ’J_I g

o

3 T

0.000 T T :(2. 0.00
Controle Meningite Controle Meningite

@ 0.08-

5 00003

2 a 2 Salina

e £

& 0.061 g = B9 10 mg/Kg

Q

£ 2 ooz, == B9 50 my/kg
8 0.04+4 E’

7] * s

] 80,0001 %

o 0.02- b

° °

8 3

2 2 o

< 0.00 T T 0. T

Controle Meningite Controle Meningite

Figura 15: Avaliacdo dos niveis de TBARS, carbonilagdo de proteinas,
nitrito/nitrato e atividade MPO, SOD e CAT no cértex pré-frontal de ratos
Wistar adultos 24 horas ap6s a inducdo de meningite pneumocdcica com
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tratamento com vitamina B9. Os dados foram apresentados como média £ EPM
e analisados por ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. Os
simbolos *p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagdo com o grupo
controle/salina; *p<0,05 indicam significancia estatistica quando comparados
com o grupo meningite/salina.

4.3 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DA BHE

A integridade da BHE no hipocampo e no cdrtex foi avaliada usando a
técnica de extravasamento do corante azul de Evans (figura 16). No
hipocampo e cortex cerebral a quebra da BHE iniciou em 12 horas e se
maneve até 24 horas apés a inducdo (p < 0,05). O tratamento adjuvante
com ambas as vitaminas foi capaz de prevenir a disfuncdo da BHE nos
animais submetidos a meningite pneumocdcica.
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Figura 16: Integridade da BHE em animais submetidos & meningite por S.
pneumoniae e tratados com vitamina B6 ou B9 (10 e 50 mg/kg). Hipocampo
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(A), cortex (B). Os dados foram apresentados como média £ EPM e analisados
por ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. Os simbolos
*p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagdo com 0 grupo
controle/salina; “p<0,05 indicam significancia estatistica quando comparados
com o grupo meningite/salina.

44 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS DE ANIMAIS
TRATADOS COM VITAMINA B6

Na tarefa de habituagdo ao campo aberto (figura 17), avaliamos a
influéncia da vitamina B6 na memdria de habituagdo 10 dias apos a
indugdo da meningite pneumocdécica. N&o houve diferencas no namero
de cruzamentos e levantamentos entre 0S grupos na sessdo treino,
demonstrando ndo haver diferenga na atividade motora e exploratoria
entre 0s grupos. Na sessdo teste, houve redugdo significativa nos
cruzamentos e levantamentos no grupo controle, controle/B6 e
meningite/grupo  B6 quando comparado com a sessdo treino,
demonstrando memoéria de habituacdo nesses grupos (p<0,01).
Entretanto, o grupo meningite/salina ndo apresentou diferengca na
atividade motora e exploratoria entre as sessdes treino e teste,
demonstrando comprometimento da memoéria de habituacdo nesse

grupo.
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Figura 17: Teste de habituacdo ao campo aberto de ratos Wistar 10 dias apés a
inducdo da meningite por S. pneumoniae tratados com vitamina B6. Os dados
foram relatados como média + EPM, de 10 animais por grupo e as comparagdes
dentre os grupos foram feitas utilizando teste t de Student pareado. Dados do
teste de esquiva inibitéria foram apresentados como mediana e intervalo
interquartil, de 10 animais por grupo e as comparagdes entre os grupos foram
analisadas utilizando-se o teste U Mann-Whitney. *p<0,05 e **p<0,01 indicam
significancia estatistica entre as sessdes treino e teste.
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A figura 18 mostra os resultados da tarefa de esquiva inibitoria 10 dias
apos a inducdo da meningite pneumocdcica. Houve diferenca entre as
sessfes treino e teste no grupo controle, grupo controle/B6 e
meningite/B6, demonstrando meméria aversiva nesses grupos (p<0,05).
No grupo de meningite/salina ndo houve diferenca entre as sessdes
treino e teste, demonstrando comprometimento da meméria aversiva
(p>0,05).

3 Treino

[ Meméria de curta duragao

0 Memoéria de longa duragéo
200 7

*

'x—
'a(»
"r
'x-

150

100

Tempo de laténcia (s)
a
o
|

NI I

Controle/Salina Controle/B6 Meningite/Salina  Meningite/B6

Figura 18: Teste de esquiva inibitdria em ratos Wistar 10 dias ap0s a inducao
da meningite por S. pneumoniae tratados com vitamina B6. Dados do teste de
esquiva inibitoria foram apresentados como mediana e intervalo interquartil, de
10 animais por grupo e as comparacdes entre os grupos foram analisadas
utilizando-se o teste U Mann-Whitney. *p<0,05 indicam significancia estatistica
entre as sessoes treino e teste.

Na figura 19, observa-se o0 resultado do teste comportamental de
reconhecimento de objetos, onde o0s animais do grupo meningite
apresentaram prejuizo de memoria de reconhecimento do objeto, ou
seja, ndo utilizaram um tempo significativamente maior explorando o
objeto novo, apresentando perda de memdria de longo prazo. No
entanto, os animais do grupo controle, controle/salina e meningite
tratado com B6 apresentaram memoria de longo prazo entre as sessdes
teste em comparagdo com a sessdo treino.
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Figura 19: Teste de reconhecimento de objetos de ratos Wistar 10 dias ap0s a
inducdo da meningite pneumocdcica tratados com vitamina B6. Os dados foram
apresentados como mediana e intervalo interquartil, de 10 animais por grupo e
as comparagdes entre os grupos foram analisadas utilizando-se o teste U Mann-
Whitney. As comparagdes dentro de cada grupo foram realizadas pelo teste de
Wilcoxon. *p<0.05 indicam significancia estatistica entre as sessdes treino e
teste

45 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS DE ANIMAIS
TRATADOS COM VITAMINA B9

A figura 20 ilustra a tarefa de habituacdo ao campo aberto e a
influéncia da vitamina B9 na memdria de habituagdo 10 dias ap6s a
indugdo da meningite pneumocdcica. Houve uma diminuigdo no nimero
de cruzamento e levantamentos no grupo meningite ndo tratado em
comparagdo com todos os outros grupos, demonstrando
comprometimento da meméria de habituagéo nesse grupo (p<0,05).
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Figura 20: Teste comportamental de habituacdo ao campo aberto de ratos
Wistar 10 dias ap6s indugdo de meningite pneumocdcica tratados com vitamina
B9. O nimero de cruzamentos e levantamento sdo relatados como a diferenca
média (treino- teste) e o intervalo de confianca de 95% da diferenca. Estes
resultados foram analisados por teste t de Student pareado, com n = 10 animais
por grupo. Os simbolos indicam significancia estatistica quando as sessdes
treino e teste foram comparadas (* p<0,05).

A figura 21 mostra os resultados da tarefa esquiva inibitdria 10 dias
apos a inducdo da meningite pneumococica. Houve diferenca entre as
sessOes treino e teste no grupo controle/salina, grupo controle/10 mg/kg,
controle/50 mg/kg, grupo meningite/10 mg/kg e grupo meningite/50
mg/kg, demonstrando memdria aversiva nesses grupos (p<0,05). No
grupo de meningite/salina, ndo houve diferenca entre as sessoes treino e
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teste, demonstrando comprometimento da memoria aversiva nesse
grupo.
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Figura 21: Teste de esquiva inibitoria de ratos Wistar 10 dias ap6s a indugdo da
meningite por S. pneumoniae tratados com vitamina B9. Dados do teste de
esquiva inibitoria foram apresentados como mediana e intervalo interquartil, de
10 animais por grupo e as comparacdes entre os grupos foram analisadas
utilizando-se o teste U Mann-Whitney. *p<0.05 indicam significancia estatistica
entre as sessdes treino e teste

A figura 22 apresenta o resultado do teste comportamental de
reconhecimento de objetos, os animais do grupo controle/salina,
controle/B9 10 mg/kg, controle/B9 50 mg/kg e meningite tratado com
B9 10 e 50 mg/kg apresentaram memdria de longo prazo entre as
sessOes teste em comparagdo com a sessdo treino. O grupo
meningite/salina ndo utilizou um tempo significativamente maior
explorando o objeto novo, apresentando perda de memoria de longo
prazo.
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Figura 22: Teste de reconhecimento de objetos de ratos Wistar 10 dias ap0s a
inducdo da meningite por S. pneumoniae tratados com vitamina B9. Dados do
teste de reconhecimento de objetos foram apresentados como mediana e
intervalo interquartil, de 10 animais por grupo e as comparagdes entre 0s grupos
foram analisadas utilizando-se o teste U Mann-Whitney. As
comparacdes dentro de cada grupo foram realizadas pelo teste de
Wilcoxon. *p<0.05 indicam significancia estatistica entre as sessdes
treino e teste.

4.6 PARAMNETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO 10 DIAS APOS A
INDUCAO EM ANIMAIS TRATADOS COM VITAMINA B6

Na figura 23 pode-se observar os efeitos do tratamento adjuvante com
vitamina B6 no hipocampo de ratos Wistar adultos 10 dias ap6s a
indugdo de meningite pneumocécica. Os niveis de TBARS foram
aumentados no hipocampo dos animais do grupo meningite/salina em
comparagdo com o grupo controle/salina. Entretanto, o tratamento com
vitamina B6 reverteu esse aumento. A carbonilacdo de proteinas foi
aumentada nos animais do grupo meningite/salina quando comparados
ao grupo controla/salina. Os niveis de nitrito/nitrato e a atividade de
MPO foram aumentados no grupo meningite/salina e esse aumento foi
revertido pelo uso da vitamina B6. Nao houve diferenca na atividade de
SOD e CAT entre 0s grupos.
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Figura 23: Avaliacdo dos niveis de TBARS, carbonilagdo de proteinas,
nitrito/nitrato e atividade MPO, SOD e CAT no hipocampo de ratos Wistar
adultos 10 dias apds a indugdo de meningite pneumocécica com tratamento
adjuvante com vitamina B6. Os dados foram apresentados como média + EPM
e analisados por ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. Os
simbolos *p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagdo com o grupo
controle/salina; “p<0,05 indicam significancia estatistica quando comparados
com o grupo meningite/salina.
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Na figura 24 pode-se observar os efeitos do tratamento adjuvante com
vitamina B6 no cortex pré-frontal de ratos Wistar adultos 10 dias apds a
indugdo de meningite pneumocdcica. Os niveis de TBARS e
carbonilagdo de proteinas foram aumentados no grupo meningite/salina
guando comparado ao grupo controle/salina. O tratamento com vitamina
B6 foi eficiente em prevenir esse aumento. O mesmo aconteceu com a
atividade de MPO que foi aumentada no grupo meningite/salina e o
tratamento com vitamina B6 diminui a atividade dessa enzima. A
atividade de SOD e CAT estava diminuida no grupo meningite/salina e
foi aumentada no grupo que recebeu o tratamento com vitamina B6.
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Figura 24: Avaliacdo dos niveis de TBARS, carbonilacdo de proteinas,
nitrito/nitrato e atividade MPO, SOD e CAT no cortex pré-frontal de ratos
Wistar adultos 10 dias apés a inducdo de meningite pneumocécica com
tratamento adjuvante com vitamina B6. Os dados foram apresentados como
média £ EPM e analisados por ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc
Tukey. Os simbolos *p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagédo
com o grupo controle/salina; “p<0,05 indicam significancia estatistica quando
comparados com o grupo meningite/salina.
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4.7 PARAM~ETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO 10 DIAS APOS A
INDUCAO EM ANIMAIS TRATADOS COM VITAMINA B9

A figura 25 mostra os efeitos da vitamina B9 sobre o dano oxidativo e
a defesa enzimatica no hipocampo 10 dias ap6s a indugdo da meningite
pneumocdcica. Os niveis de TBARS diminuiram no hipocampo de
animais que receberam tratamento adjuvante com 10 mg/kg da vitamina
B9 (p<0,05), enquanto que no grupo meningite que recebeu 50 mg/kg,
0s niveis de TBARS aumentaram em compara¢do com 0s niveis no
grupo meningite/10 mg/kg (p<0,05). Os niveis de carbonilacdo de
proteinas e nitrito/nitrato diminuiram no hipocampo dos animais que
receberam tratamento adjuvante com 10 mg/kg da vitamina B9
(p<0,05). A atividade de MPO aumentou no hipocampo do grupo
controle que recebeu tratamento adjuvante com 50 mg/kg de &cido
folico (p<0,05), enquanto que o tratamento adjuvante diminuiu a
atividade de MPO no hipocampo de animais do grupo meningite que
receberam tratamento adjuvante com 10 mg/kg (p<0,05). A atividade de
SOD aumentou no hipocampo do grupo meningite que recebeu 10
mg/kg de vitamina B9 em comparacdo com o grupo de controle/salina
(p<0,05). A CAT ndo teve sua atividade alterada em nenhum dos
grupos.
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Figura 25: Avaliacdo dos niveis de TBARS, carbonilagdo de proteinas,
nitrito/nitrato e atividade MPO, SOD e CAT no hipocampo de ratos Wistar
adultos 10 dias apds a indugdo de meningite pneumocécica com tratamento
adjuvante com vitamina B9. Os dados foram apresentados como média + EPM
e analisados por ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. Os
simbolos *p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagdo com 0 grupo
meningite/salina; “p<0,05 indicam significancia estatistica quando comparados
com o grupo meningite/B9 10 mg/kg. #p<0,05 indicam significancia estatistica
quando comparados com o grupo controle/salina.



88

A figura 26 mostra os efeitos da vitamina B9 sobre o dano oxidativo e
a defesa enzimatica no cértex pré-frontal 10 dias apds a inducdo da
meningite pneumocdcica. Os niveis de TBARS diminuiram cortex pré-
frontal dos animais que receberam tratamento adjuvante com 10 mg/kg
de vitamina B9 (p<0,05), enguanto que no grupo meningite que recebeu
50 mg/kg, os niveis de TBARS aumentaram em comparagdo com 0S
niveis no grupo meningite/10 mg/kg (p<0,05). Os niveis de carbonila¢do
de proteinas diminuiram nos animais que receberam tratamento
adjuvante com 10 mg/kg de &cido félico (p<0,05). Em contraste, no
grupo meningite que recebeu 50 mg/kg de vitamina B9 tiveram seus
niveis aumentados em comparagdo com o0s niveis do grupo meningite/10
mg/kg (p<0,05). As concentracBes de nitrito/nitrato ndo apresentaram
diferenca estatistica entre os grupos. A atividade de MPO aumentou
grupo meningite/salina e o tratamento com vitamina B9 ndo apresentou
diferenca (p>0,05). A atividade de SOD e CAT diminui no grupo
meningite/salina.
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Figura 26: Avaliacdo dos niveis de TBARS, carbonilagdo de proteinas,
nitrito/nitrato e atividade MPO, SOD e CAT no cdrtex pré-frontal de ratos
Wistar adultos 10 dias apés a inducdo de meningite pneumocécica com
tratamento adjuvante com vitamina B9. Os dados foram apresentados como
média £ EPM e analisados por ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc
Tukey. *p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagdo com o grupo
meningite/salina; “p<0,05 indicam significancia estatistica quando comparados
com o grupo meningite/B9 10 mg/kg. ¢p<0,05 indicam significancia estatistica
guando comparados com o grupo controle/salina.
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4.8 NIVEIS DE BDNF 10 DIAS APOS A INDUGCAO EM ANIMAIS
TRATADOS COM VITAMINA B6

A figura 27 mostra os niveis de BDNF no hipocampo (A) e cortex
pré-frontal (B) 10 dias ap6s a indugdo da meningite pneumocécica em
animais tratados com vitamina B6. No hipocampo, os niveis de BDNF
diminuiram no grupo meningite/salina em comparacdo ao grupo
controle. O tratamento adjuvante com vitamina B6 aumentou os niveis
de BDNF no grupo de meningite. Ndo houve alteracdo na expressao do
cortex frontal do BDNF.
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Figura 27: Niveis de BDNF no hipocampo (A) e cértex pré-frontal (B) de
animais tratados com vitamina B6 10 dias apdés a indugdo de meningite
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pneumocécica. Todos os dados sdo relatados como as médias = EPM. Estes
resultados foram analisados por ANOVA de duas vias de post-hoc Tukey. Os
simbolos *p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagdo com o grupo
controle/salina; “p<0,05 indicam significancia estatistica quando comparados
com o grupo meningite/salina.

4.9 NIVEIS DE BDNF 10 DIAS APOS A INDUGAO EM ANIMAIS
TRATADOS COM VITAMINA B9

Na figura 28, apresenta os niveis de BDNF no hipocampo (A) e cortex
pré-frontal (B) 10 dias apds a inducdo da meningite pneumocdcica. Os
niveis de BDNF aumentaram no hipocampo do grupo de meningite que
receberam tratamento adjuvante com 10 mg/kg de vitamina B9. No
cortex pré-frontal, houve diminuicdo dos niveis de BDNF no grupo
controle/50 mg/kg, grupo meningite/10 mg/kg e grupo meningite/50
mg/kg.
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Figura 28: Niveis de BDNF no hipocampo (A) e coértex pré-frontal (B) de
animais tratados com vitamina B9 10 dias apdés a inducdo de meningite
pneumocdcica. Todos os dados sdo relatados como as médias = EPM. Estes
resultados foram analisados por ANOVA de duas vias de post-hoc Tukey.
*p<0,05 indicam significancia estatistica em comparacdo com 0 grupo
controle/salina; p<0,05 indicam significancia estatistica quando comparados
com o grupo meningite/salina com o controle/salina.
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5 DISCUSSAO

Durante os dois Ultimos séculos, poucos sdo os agentes infecciosos
gue tem acompanhado o impacto global do S. pneumoniae em termos de
taxa de morbidade e mortalidade. Isso se deve a variedade de
mecanismos de patogenicidade desse micro-organismo, entre eles estdo
a cépsula de polissacarideo, uma exotoxina a pneumolisina, adesinas,
hialuronidase, lipoproteinas e proteinas de superficie (Mitchell e
Mitchell, 2010). O S. pneumoniae, ap6s ultrapassar a BHE, multiplica-
se no LCR facilmente, como se fosse cultivado em meio de cultura,
alcancando titulos de até 10° UFCol/mL colonizando toda a superficie
do cérebro e da medula espinhal (Zwijnenburg et al., 2006). Além disso,
durante a sua fase de crescimento no espaco subaracndide, o S.
pneumoniae desencadeia uma intensa resposta imune, com liberagdo de
componentes bacterianos que sdo altamente imunogénicos (Coimbra et
al., 2006).

No presente estudo, foi demonstrada a influéncia da vitamina B6 e B9
na aprendizagem, memoria, parametros de estresse oxidativo,
integridade da BHE e nos niveis de BDNF apds a inducdo meningite
pneumocdcica em modelo experimental. Em 24 horas ap6s a indugéo da
meningite houve um aumento dos niveis de TBARS, carbonilacdo de
proteinas, nitrito/nitrato e atividade da MPO no hipocampo e cortex pré-
frontal; a atividade da SOD foi diminuida no hipocampo e aumentada no
cortex pré-frontal e ndo houve diferenca na atividade da CAT no
hipocampo, enquanto que no cortex pré-frontal foi diminuida nos
animais do grupo meningite que receberam tratamento com salina
estéril. Em 10 dias ap6s a inducdo, os parametros de estresse oxidativo
se mantiveram aumentados. Os tratamentos com vitamina B6 e B9
foram capazes de prevenir estresse oxidativo, quebra da BHE, e além
disso, essas vitaminas aumentaram os niveis de BDNF no hipocampo e
de uma certa forma preveniram danos cognitivos em ratos Wistar
adultos submetidos a meningite por S. pneumoniae 10 dias apds a
inducdo.

Esses dados corroboram com estudos anteriores de Barichello et al.
(2010) em que foi demonstrado em animais adultos submetidos a
meningite pneumocdcica um aumento dos niveis de MDA, carbonilacéo
de proteinas em hipocampo e cortex em 24 e 48 horas (Barichello et al.,
2010c) e em 10 dias apds a inducdo da meningite (Barichello et al.,
2012c). A maioria das estratégias atuais para melhorar o desfecho da
meningite pneumocdcica implica na eliminacdo do micro-organismo
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invasor sem exacerbar a resposta imune do hospedeiro. Um estudo
prévio mostrou que 10 dias ap6s a inducdo da meningite por S.
pneumoniae, 0s animais apresentaram comportamentos semelhantes a
depressdo e ansiedade, bem como déficits de meméria e aprendizado
(Barichello et al., 2010d).

Os mecanismos fisiopatoldgicos que sdo responsaveis por sequelas
desencadeadas durante a meningite sdo complexos e permanecem pouco
compreendidos. A inflamacdo do cérebro causada por S. pneumoniae é
associada a uma resposta imune vigorosa. Experimentos anteriores
também sugerem que as ERO estéo, direta ou indiretamente, envolvidas
no desenvolvimento de lesGes neuronais (Leib et al., 1996a; Barichello
et al., 2013a). Menezes et al. (2009) demonstraram fortes evidéncias do
envolvimento de ERO no LCR de pacientes com meningite asséptica e
bacteriana (De Menezes et al., 2009). O mecanismo antioxidante
enzimatico é considerado uma defesa primaria contra macromoléculas
bioldgicas causadoras de danos oxidativos. Ghielmetti et al. (2003)
relatam que as atividades corticais de CAT, glutationa peroxidase ou
glutationa redutase ndo foram alteradas durante a meningite (Ghielmetti
et al., 2003), enquanto Menezes et al. (2009) relataram uma reducdo da
atividade da glutationa no LCR, mas aumento da atividade da SOD em
pacientes com meningite, sugerindo que ndo houve uma up regulation
adaptativa nem uma inativacdo oxidativa dessas enzimas e que o
aumento da atividade da SOD em ratos com meningite bacteriana esta
relacionada & ativacdo de neutrofilos e macréfagos para combater micro-
organismos bacterianos (De Menezes et al., 2009).

O desenvolvimento de um insulto estressante, independentemente da
sua natureza (envelhecimento, desenvolvimento de patologias
cardiovasculares, neurodegenerativas, doengas infecciosas, doencas do
trato gastrointestinal, isquemia, hipdxia, entre outras) leva a uma
deterioracdo do estado vitaminico. O efeito prejudicial sobre o sistema
de defesa antioxidante € mais pronunciado em animais com deficiéncia
isolada de vitaminas C, complexo B, A, E. A adi¢do de vitaminas
restaura o desempenho do sistema antioxidante. Assim, o papel das
vitaminas na prevencao de estressores é evidente (Kodentsova et al.,
2013).

Como ja descrito anteriormente, a vitamina B9 tem um papel
importante na neuroplasticidade e preservacdo da integridade neuronal
(Kronenberg et al., 2009). A suplementacdo com vitamina B9 aumenta
reparos do SNC em adultos (Iskandar et al., 2004). A ativacdo do
sistema imune pode contribuir para a hiper-homocisteinemia em certas
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doencas e em pacientes (Ploder et al., 2010). Consequentemente, a
suplementacdo com vitaminas do complexo B é capaz de retardar o
acumilo de homocisteina. Dentre seus efeitos nos processos de
oxidacdo in vitro, a homocisteina mostrou ser um potente composto pro-
inflamatdrio que aumenta a producdo de citocinas (Mccully, 2007).
Sabe-se que a hiper-homocisteinemia esta diretamente relacionada ao
estresse oxidativo. A autoxidacdo de homocisteina e outros dissulfetos
libera oxigénio (O;) e H,O,, ambos prejudicam a funcdo neuronal e
predispdem disturbios neuronais e psiquiatricos (White et al., 2001). A
deficiéncia de vitamina B9 induz os altos niveis de homocisteina e a
formagdo de ERO que levam a diminuicdo do potencial antioxidante,
aumentando o dano oxidativo ao tecido (Mccully, 2009). Budni et al.
(2013) demonstraram efeito semelhantes aos aqui encontrados, onde a
vitamina B9 atuou como antioxidante em modelo animal de depressao
(Budni et al., 2013). A suplementa¢do com vitamina B9 mostrou efeitos
protetores sobre os danos oxidativos e dano cognitivo encontrado,
também, em modelo animal de esquizofrenia induzido por ketamina
(Zugno et al., 2016). Brocardo et al. (2010) mostraram efeito protetor da
vitamina B9 administrada por um periodo de 7 dias sobre dano lipidico
induzido pela ouabaina, corroborando os achados do presente estudo
(Brocardo et al., 2010).

A vitamina B6 preveniu a geracdo de radicais de oxigénio e a
peroxidacdo lipidica causada pelo H,O, (Kannan e Jain, 2004) e a
suplementacdo de vitamina B6 a dieta pode prevenir a elevagdo de
marcadores de estresse oxidativo, como substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico e altos niveis de oxidacdo em proteinas em ratos
homocisteinémicos (Mahfouz et al., 2009). Embora o mecanismo
antioxidante da vitamina B6 ainda ndo esteja bem elucidado, uma menor
concentracdo dessa vitamina parece comprometer a capacidade
antioxidante de um individuo. Recentemente, a associa¢do entre maior
estresse oxidativo e menor nivel de vitamina B6 foi observada em
individuos idosos (Shen et al., 2010), o que pode sugerir a potente
capacidade antioxidante da vitamina B6 em humanos. O papel exato que
0s compostos de vitamina B6 desempenham como antioxidantes ainda
ndo estdo claros. No entanto, eles podem mediar através de mecanismo
direto ou indireto (Ehrenshaft et al., 1999). O possivel mecanismo direto
pode ser que 0s grupos de compostos de vitamina B6 tenham ambos 0s
grupos, hidroxil e amina, substituidos em um anel piridina que pode
reagir com os radicais peroxi e, assim, eliminar radicais e peroxida¢do
lipidica (Keles et al.,, 2010). A PLP no plasma serve como uma
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coenzima para cistationina [ sintase e cistationina y liase, ambos os
guais sdo necessarios para a sintese de cisteina. A cisteina sintetizada
por esta via contribui para a sintese de glutationa. O mecanismo indireto
pelo qual os compostos de vitamina B6 desempenham o papel de
antioxidantes pode ser por atuarem como coenzimas no sistema de
defesa antioxidante da glutationa (Cheng et al., 2013). Estudos relataram
gue a vitamina B6 exerceu efeito antioxidante e reduziu o superoxido e
peroxidacdo lipidica induzidos por H,O, em cultura de células
endoteliais vasculares (Mahfouz et al., 2009), dados esses que também
esta de acordo com nossos achados na meningite.

Uma das principais e primeiras consequéncias da meningite
pneumocacica € a quebra da BHE. Em 2012, nosso grupo de pesquisa
mostrou em modelo experimental de meningite pneumocdécica com ratos
adultos, que a quebra da BHE ocorreu 12 h apés a inducéo (Barichello et
al., 2012b), ap6s a producédo de citocinas (Barichello et al., 2010b). As
ERO e de nitrogénio tém sido implicadas como mediadores da
degradacgdo da BHE (Klein et al., 2006), sugerindo que o aumento da
permeabilidade BHE pode estar relacionado com a presenca de NO™ e
02" (Mayhan, 2000).

A producdo de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo celular
induz citotoxicidade e apoptose em células endoteliais microvasculares.
Este processo permite a translocacdo bacteriana através da BHE (Kim,
2003). A propria BHE segrega citocinas, prostaglandinas, NO® (Fabry et
al., 1993) e, devido & natureza da BHE, essas substancias podem ser
enviadas a0 SNC ou para o sangue (Verma et al, 2006). A
neuroinflamacéo esta associada a uma maior permeabilidade da BHE e
lesdo cerebral (Candelario-Jalil et al., 2007). No presente estudo, a
guebra da BHE foi observada em ambas as estruturas cerebrais,
hipocampo e cértex, iniciando a quebra em 12 horas e mantendo-se até
24 horas ap6s a inducdo. Grandgirard et al. (2007), documentaram o
pico de apoptose no giro denteado do hipocampo em 30 horas, seguido
por uma diminuicdo, retornando aos niveis basais em 40 horas, ap6s a
inducdo de meningite pneumocécica (Grandgirard et al., 2007b).
Também verificamos que a degradacdo da BHE retornou aos parametros
basal prédximo a este horario. O tratamento adjuvante com as vitaminas
B6 e B9 (10 mg/Kg) foi capaz de prevenir a quebra da BHE no
hipocampo e cortex em 12, 18 e 24 horas ap6s a inducdo da meningite
por S. pneumoniae.

Além disso, os animais submetidos a meningite pneumocoécica
apresentaram diminuicdo dos niveis de BDNF e prejuizos nas memdrias
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de habituagdo, inibitéria e de reconhecimento de objetos novos 10 dias
apo6s a inducdo. O estresse oxidativo contribui para a degeneracdo
neuronal e pode estar associado a comprometimento cognitivo no
processo de envelhecimento e em doencgas neurodegenerativas como a
esclerose lateral amiotréfica, doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson, depressdo (Lindqgvist et al., 2016) e algumas doencas
periféricas como a distrofia muscular de Duchenne (Comim et al.,
2009). Na sepse, 0 estresse oxidativo esta diretamente correlacionado
com o comprometimento cognitivo em um modelo animal (Barichello et
al., 2009). As ERO podem causar danos aos lipidos, proteinas,
carboidratos ou é&cidos nucleicos, aumentando o risco de sequelas
particularmente no hipocampo (Hoogman et al., 2007). No presente
estudo, verificou-se que em animais submetidos a meningite
pneumoc(cica 0 tratamento adjuvante com vitamina B6 preveniu o
comprometimento cognitivo e aumentou a expressdo de BDNF no
hipocampo. Em um estudo de Barichello e colaboradores foi
evidenciado uma correlacdo entre os baixos niveis de BDNF e a
presenca de déficits comportamentais em ratos submetidos a meningite
neonatal (Barichello et al., 2010a).

A apoptose de células no giro dentado do hipocampo é uma forma
caracteristica de lesdo cerebral na meningite bacteriana (Bifrare et al.,
2003). Em modelo experimental, uma associacao entre lesdo hipocampal
e déficits de aprendizagem e memoria foi evidenciada (Loeffler et al.,
2001). Um estudo demonstrou que o tratamento com vitamina B6
reduziu o nimero de células apoptoticas no giro dentado do hipocampo
(Zysset-Burri et al., 2013).

A neurogénese, producéo continua de novos neurdnios ocorre no giro
dentado do hipocampo e é influenciada por situacfes patoldgicas como
isquemia ou inflamacgdo. A meningite bacteriana pode afetar a producgéo
de fatores de sobrevivéncia neuronal como o BDNF. Estudos
demonstraram que a expressdo do BNDF e do seu receptor TrkB esta
aumentada nos neurbnios durante a fase aguda da meningite
pneumocdcica (Grimwood et al., 2000). O BDNF co-localiza-se com
células que expressam TrkB no hipocampo e o hilo adjacente a zona
subgranular do giro denteado onde a proliferacdo de células progenitoras
esta aumentada. Esses achados indicam um envolvimento da sinaliza¢do
enddgena de BDNF e TrkB na neurogénese ap6s meningite bacteriana
(Wittwer et al.,, 2010). No entanto, a persisténcia de sequelas
neurolégicas em até 50% dos sobreviventes sugere que 0S mecanismos
enddgenos responsaveis pela neuroregeneracdo séo ineficientes (Mook-
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Kanamori et al., 2011). Uma vez que o tratamento com BDNF exdgeno
resulta na reducdo de morte celular em meningite pneumocdcica
experimental (Bifrare et al., 2005), notou-se que o nivel de expresséo
regulado de BDNF em animais tratados com vitamina B6 desempenha
um papel importante na diminui¢do da apoptose do hipocampo (Zysset-
Burri et al., 2013).

A meningite pneumocoécica leva ao acUmulo de metabdlitos da
quinurenina no cérebro com uma correlacdo positiva entre a
concentragcdo de metabdlitos da quinurenina e a extensdo dos danos
apoptdticos no hipocampo (Bellac et al., 2006b). O uso de um inibidor
da atividade da IDO preveniu 0 comprometimento cognitivo por meio
da interrupcéo da via da quinurenina (Barichello et al., 2013Db).

Estudos anteriores mostraram que uma baixa concentragdo de
vitamina B6 no plasma esta relacionada com o aumento dos niveis de
citocinas pro-inflamatérias (Friso et al., 2001). A expressdo de BDNF
em células neuronais é induzida pela ativacdo de canais de célcio e pelo
recrutamento de fatores de transcricdo sensiveis ao célcio (Viviani et al.,
2005). O aminodcido excitatorio glutamato é aumentado no fluido
intersticial do cérebro durante meningite bacteriana (Leib et al., 1996b)
e induz um influxo de calcio por ligacdo ao receptor NMDA e, portanto,
pode estimular a produgcdo de BDNF (Mattson, 2008). Pelo contrério,
acido quinurénico, o intermediario neuroprotetor da via quinurenina, é
um antagonista do receptor NMDA e, portanto, inibe o influxo de
céalcio. Além disso, estudos in vitro usando terminais nervosos de cortex
cerebral de ratos mostraram que a vitamina B6 inibe a liberacdo de
glutamato através da supressdo do influxo de calcio (Yang e Wang,
2009).

O tratamento com vitamina B9 (10 mg/Kg) também aumentou os
niveis de BDNF no hipocampo e preveniu dano de memaoria em animais
induzidos a meningite pneumococica. Essa vitamina desempenha um
papel crucial na regulacdo da neurogénese, proliferacdo e diferencia¢do
de células do SNC (Dhaulakhandi et al., 2010). Fornece o substrato para
reacbes de metilacdo intracelular que s80 essenciais para o
desenvolvimento normal das fungdes cerebrais. A metilacdo €
importante para a sintese e reparo do DNA, expressdo génica, sintese e a
degradacdo da neurotransmissdo e o metabolismo da homocisteina
(Frankenburg, 2007). Em modelo animal de lesdo da medula espinhal o
tratamento com vitamina B9 melhorou significativamente os resultados
do teste comportamental, aumentou a expressdao de BCL-2, reduziu a
expressao de Bax e caspase-3, inibiu a apoptose, aumentou os niveis de
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BDNF, GDNF e NT-3 e nutriu células nervosas ao redor do foco de
lesBes (Zhang e Shen, 2015).

A hiper-homocisteinemia emergiu como um importante fator de risco
para doencas neurodegenerativas e vasculares (Sachdev, 2005). A
meméria é um processo dinamico que consiste em pelo menos trés
fases: aquisicdo, consolidagdo e recuperagdo (lzquierdo, 2002). Ha
evidéncias que sugerem que as memdrias sdo armazenadas em sinapses
cerebrais e que a plasticidade sinaptica pode ser o mecanismo celular de
aprendizagem e memdria (Lu et al.,, 2008). A memoria pode ser
classificada por sua duragdo: a memoria de curta duragdo (MCD), que
dura DE minutos a 1 - 3 horas e a memdria de longo prazo (MLD), que
dura horas, dias ou anos. O BDNF estd largamente implicado no
processo de consolidagdo de MCD e MLD (Bekinschtein et al., 2008). A
secrecdo de BDNF é regulada pela atividade neuronal, o que significa
que ela atua localmente e especificamente em sinapses ativas,
modulando a atividade sinéptica e a conectividade neural (Bekinschtein
et al., 2008). A hiper-homocisteinemia prejudica a memdria em modelos
experimentais e tem sido relacionada a disfuncdo cognitiva em seres
humanos. Reis et al. (2002) mostraram que hiper-nomocisteinemia
prejudica a MLD na tarefa de esquiva inibitoria (Reis et al., 2002).

Foi sugerido que a reducdo do BDNF pode estar relacionada ao
estresse oxidativo (Kapczinski et al.,, 2008). Zou e Crews (2006)
demostraram que 0 estresse oxidativo, bem como neurotoxicidade
induzida pelo glutamato, reduziu a expressdo do mMRNA do BDNF (Zou
e Crews, 2006). Por outro lado, relatos mostram que hiper-
homocisteinemia provoca dano oxidativo pela ativacdo de receptores
glutamatérgicos, com consequente geracdo de ERO (Zieminska e
Lazarewicz, 2006) ou por autoxidacdo a da homocistina e outros
dissulfuretos liberando 0O2° e H,0, (Dayal et al., 2004). Neste contexto,
foi demonstrado que hiper-homocisteinemia induz danos oxidativos no
hipocampo de ratos, aumentando a peroxidacéo lipidica e diminuindo as
defesas antioxidantes (Streck et al., 2003). A reducdo da concentracéo
de BDNF no hipocampo durante a consolidagdo da memdria induzida
por hiper-homocisteinemia pode ser um resultado de dano oxidativo e
provavelmente afeta negativamente as vias de sinalizacdo do BDNF,
contribuindo para 0 comprometimento na consolidagdo da memoria na
tarefa de esquiva inibitéria em modelo animal com administracdo de
homocisteina (Matte et al., 2009).
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6 Conclusédo

As infeccdes bacterianas no SNC séo doengas grave. Muito tém sido
aprendido e pesquisado sobre os patdgenos, epidemiologia, patogenia
destas infecgdes além da protecdo limitada e efeitos prejudiciais da
resposta inflamatéria ao hospedeiro. No entanto, o progresso no que diz
respeito ao tratamento e uma melhor evolugdo tém sido lentos. Uma
compreensdo mais detalhada do processo fisiopatoldgico da meningite
por S. pneumoniae, da indugdo da resposta inflamatéria do hospedeiro e
de seus efeitos é sem divida desejavel e indispensavel. Portanto,
esforcos para compreender e apoiar a capacidade reparadora do
hospedeiro, uma éarea que até agora tem recebido pouca atencdo, pode
ser tdo importante quanto desvendar 0s mecanismos que levam a danos.
O tratamento adjuvante com vitamina B6 e vitamina B9 exerceu efeitos
neuroprotetores através do aumento da expressdo do BDNF, prevengdo
de estresse oxidativo e atenuacdo do comprometimento da meméria em
animais submetidos a meningite pneumocdécica. Embora o efeito desses
processos necessite de mais investigacgao, a prevencgéo de dano cognitivo
pelo uso de vitaminas pode ser promissora no tratamento de pacientes
acometidos por meningite bacteriana.
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e CEUA;

Resolugio

A Comissdo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugao n.
02/2011/Céamara Propex de acordo com a Lei Federal 11.794, analisou a Aula Prdtica
abaixo.

Protocolo: 022/2013

Professor Responsdvel: Tatiana Barichello

Equipe: Allan Collodel, Ana Paula Moreira, Ana Paula Panatto, Caroline Silva da Costa,
Cintia Silvestre, Cleonice Michelon, Jaqueline da Silva Generoso, Lutiana Roque Simdes,
Mirelle Micheletto Carradore, Michael Hikaru, Renan Anténio Ceretta, Samuel Galvdo Elias
e Josiane Budni.

Titulo: “Efeitos da terapia adjuvante com dacido folico e cianocobalamina sobre a resposta
inflamatoria e o estresse oxidativo durante a meningite pneumococica experimental.”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos. Toda e qualquer
alteragdo do Projeto devera ser comunicado a CEUA. Foi autorizada a utilizagdo no total de
192 Ratos Wistar 250 — 300 g. Os membros da CEUA ndo participaram do processo de
avaliagao dos projetos em que constam como pesquisadores. Para demais dividas, contatar a
CEUA pelo e-mail ceua@unesc.net.

The animal research Ethics Commitee, sanctioned by the resolution number
02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794, has analyzed the
Jfollowing Project:

Protocol number: 022/2013

Principal Investigator: Tatiana Barichello

Researchers: Allan Collodel, Ana Paula Moreira, Ana Paula Panatto, Caroline Silva da
Costa, Cintia Silvestre, Cleonice Michelon, Jaqueline da Silva Generoso, Lutiana Roque
Simaoes, Mirelle Micheletto Carradore, Michael Hikaru, Renan Anténio Ceretta, Samuel
Galvao Elias e Josiane Budni.

Project title: “Effects of adjuvant therapy with folic acid and cyanocobalamin on the
inflammatory response and oxidative stress during experimental pneumococcal meningitis.”

The project was Approved is its ethical and methodological aspects. Any alteration of
the oriinal version of this project must be previously submitted to the Commitee for further
analyzes. May you have further questions, please contact uso n www.unesc.net/propex/ceua or
by e-mail: ceua(@unesc.net.

Cricitgna, 02 de abril de 2013.

oﬁuu#«m hchusck,
Patricia Fernanda Schuck

Coordenadora da CEUA
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A CEUA

Resolugao

A Comissao de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugio n. 02/2011/Camara
Propex de acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 121/2012

Professor Responsavel: Tatiana Barichello.

Equipe: Allan Collodel, Ana Paula Moreira, Ana Paula Panatto, Caroline Silva da Costa, Cintia
Silvestre, Cleonice Michelon, Daiele Bendo Pagnan, Jaqueline da Silva Generoso, Lutiana Roque
Sim&es, Mirelle Micheletto Carradore, Michael Hikaru, Renan Anténio Ceretta e Samuel Galvao Elias.

Titulo: “Efeitos da terapia adjuvante com vitamina B6 sobre a resposta inflamatéria e o estresse
oxidativo durante a meningite pneumocécica experimental.

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos. Toda e qualquer
alteragdo do Projeto devera ser comunicado a CEUA. Foi autorizada a utilizagdo no total de 104 ratos
Wistar 60 dias 250-300 g. Os membros da CEUA néo participaram do processo de avaliagdo dos
projetos em que constam como pesquisadores. Para demais duvidas, contatar a CEUA pelo e-mail

ceua@unesc.net.

The animal research Ethics Commitee, sanctioned by the resolution number 02/2011/Céamara
Propex, in accordance with federal law number 11.794, has analyzed the following Project:

Protocol number: 121/2012

Principal Investigator: Tatiana Barichello.

Researchers: Allan Collodel, Ana Paula Moreira, Ana Paula Panatto, Caroline Silva da Costa, Cintia
Silvestre, Cleonice Michelon, Daiele Bendo Pagnan, Jaqueline da Silva Generoso, Lutiana Roque
Simdes, Mirelle Micheletto Carradore, Michael Hikaru, Renan Anténio Ceretta e Samuel Galvéo Elias.

Project title: “Effects of adjuvant therapy with vitamin B6 on the inflammatory response and oxidative
stress in experimental pneumococcal meningitis”.

The project was Approved is its ethical and methodological aspects. Any alteration of the
oriinal version of this project must be previously submitted to the Commitee for further analyzes. May
you have further questions, please contact uso n www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail:
ceua@unesc.net.

Criciima, 06 de novembro de 2012.

\Jl)oiiw" stk
Palricio Fer Schuck

Coordenadora da CEUA



