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RESUMO 

 

A meningite pneumocócica é uma infecção grave do sistema nervoso 

central (SNC), com altas taxas de letalidade, que provoca redução do 

desempenho psicomotor, ligeira lentidão mental, comprometimento das 

funções executivas de atenção e deficiência de aprendizagem e 

memória. O estabilizador de humor de lítio é conhecido como um 

agente neuroprotetor com muitos efeitos no cérebro. O tamoxifeno é a 

terapia endócrina usual para o câncer de mama. Pesquisas experimentais 

demonstraram que o tamoxifeno desempenha papéis neuroprotetores na 

lesão medular, hemorragia intracerebral, isquemia cerebral e lesão 

cerebral hipóxico-isquêmica. O objetivo deste estudo foi investigar os 

efeitos do lítio e do tamoxifeno sobre o fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF), fator neurotrófico derivado de célula da glia (GDNF) e 

fator de crescimento neuronal (NGF) no hipocampo de animais 

submetidos ao modelo experimental de meningite pneumocócica. Neste 

estudo, os animais receberam líquido cefalorraquidiano (LCR) artificial 

como um placebo ou uma suspensão de Streptococcus pneumoniae na 

concentração de 5 x 10
9
 unidades formadoras de colônias (UFC/mL). 

Dezoito horas após a indução, todos os animais receberam ceftriaxona 

(100 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) durante 7 dias). A partir do terceiro 

ao décimo dia os animais receberam solução salina, lítio (47,5 mg/kg) 

ou tamoxifeno (1 mg/kg) como tratamento adjuvante e foram separados 

em seis grupos: controle/salina, controle/lítio, controle/tamoxifeno, 

meningite/salina, meningite/lítio e meningite/tamoxifeno e foram 

submetidos aos testes comportamentais. No teste de habituação ao 

campo aberto, os animais submetidos à meningite não apresentaram 

diferença entre as sessões de treino e teste, demonstrando 

comprometimento da memória. Nos grupos controle/salina, 

controle/lítio, controle/tamoxifeno e meningite/lítio, houve diferença 

demonstrando memória de habituação nestes animais. Na tarefa de 

esquiva inibitória, houve diferença entre as sessões de treino e teste nos 

grupos controle/salina, controle/lítio, controle/tamoxifeno e 

meningite/lítio, demonstrando memória aversiva de curto e longo prazo 

nestes grupos. Nos grupos meningite/salina e meningite/tamoxifeno, não 

houve diferença  
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entre as sessões de treino e teste, demonstrando comprometimento da 

memória aversiva a curto e longo prazo nestes animais. Após os testes 

os animais foram mortos e os hipocampos foram removidos para 

avaliação dos níveis de BDNF, NGF e GDNF. Os níveis de BDNF e 

GDNF foram restabelecidos no hipocampo dos animais tratados com 

lítio, no entanto, os níveis de BDNF, NGF e GDNF diminuíram no 

hipocampo de animais tratados com tamoxifeno. O lítio foi capaz de 

prevenir o comprometimento da memória e restabelecer a expressão de 

neurotrofinas no hipocampo em modelo experimental de meningite 

pneumocócica. 

 

Palavras-chave: meningite pneumocócica, neurotrofinas, memória, 

lítio, tamoxifeno. 
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ABSTRACT 

 

Pneumococcal meningitis is a serious infection of the central nervous 

system (CNS) with high fatality rates that causes reduced psychomotor 

performance, slight mental slowness, impairments in attention executive 

functions, and learning and memory deficiencies. The mood-stabilizer 

lithium is known as a neuroprotective agent with many effects on brain. 

Tamoxifen is the usual endocrine therapy for breast cancer. 

Experimental investigations have shown that tamoxifen plays 

neuroprotective roles in spinal cord injury, intracerebral hemorrhage, 

cerebral ischemia, and hypoxic-ischemic brain injury. The aim of this 

study was to investigate the effects of lithium and tamoxifen on brain-

derived neurotropic factor (BDNF), glial cell line-derived neurotrophic 

factor (GDNF), and nerve growth factor (NGF) levels in the 

hippocampus of animals submitted to the experimental model of 

pneumococcal meningitis. In this study, animals received either artificial 

cerebrospinal fluid as a placebo or a Streptococcus pneumoniae 

suspension at a concentration of 5 x 10
9
 colony-forming units 

(CFU/mL). Eighteen hours after induction, all animals received 

ceftriaxone (100 mg/kg body weight given i.p. during 7 days). From the 

third day until the tenth day, the animals received saline, lithium (47.5 

mg/kg) or tamoxifen (1 mg/kg) as adjuvant treatment and they were 

separated in six groups: control/saline, control/lithium, 

control/tamoxifen, meningitis/saline, meningitis/lithium and 

meningitis/tamoxifen. Ten days after meningitis induced, the animals 

were in the open field habituation test the animals submitted to 

meningitis presented no difference between the training and test 

sessions, demonstrating memory impairment. In the control/saline, 

control/lithium, control/tamoxifen and meningitis/lithium groups, there 

was a difference demonstrating habituation memory. In the task of 

inhibitory avoidance, there was a difference between training and test 

sessions in the control/saline, control/lithium, control/tamoxifen and 

meningitis/lithium groups, demonstrating short and long term aversive 

memory in these groups. In the meningitis/saline and 

meningitis/tamoxifen groups, however, there was no difference between 

the training and test sessions, demonstrating short and long term 

aversive memory impairment in these animals, after  
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task the animals were killed and their hippocampi were removed to 

evaluate the levels of BDNF, NGF, and GDNF. The BDNF and GDNF 

levels were restored in the hippocampus of the animals treatment with 

lithium, however levels of BDNF, NGF and GDNF decreased in the 

hippocampus of animals treated with tamoxifen. Lithium was able to 

prevent memory impairment and re-establish hippocampal neurotrophin 

expression in experimental pneumococcal meningitis. 

 

Key words: Pneumococcal meningitis, neurotrophin, memory, lithium, 

tamoxifen 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 MENINGITE 

 

A meningite bacteriana é uma infecção do sistema nervoso central 

(SNC), caracterizada por uma forte inflamação das meninges e espaço 

subaracnóide (Grandgirard et al., 2007a), causando prejuízos 

neuropsicológicos e cognitivos, através de uma reação inflamatória e 

apoptótica (Leib et al., 1996; Koedel e Pfister, 1999; Irazuzta et al., 

2005). 

A grave inflamação associada à meningite bacteriana resulta em 

edema cerebral, vasogênico e nas meninges, eventualmente, ocorre o 

aumento da pressão intracraniana uma vez que os mecanismos 

compensatórios para o deslocamento do líquido cefalorraquidiano 

(LCR) foram comprimidos, herniação cerebral e infiltração local de 

leucócitos ou formação de abscessos, assim como pela necrose cortical e 

perda neuronal hipocampal (Dorsett e Liang, 2016). 

A meningite bacteriana é uma infecção potencialmente fatal, em 

adultos, crianças e recém-nascidos, que varia de acordo com as 

condições socioeconômicas, estado imunológico, localização geográfica 

e o agente patogênico (Kim, 2010; Mcintyre et al., 2012). É 

caracterizada por forte inflamação e danos neuronais com alta 

mortalidade e sequelas de longo prazo que afetam até 50% dos 

sobreviventes (Mook-Kanamori et al., 2011). Dentre as sequelas inclui-

se déficit sensório motor, convulsões, prejuízos no aprendizado e na 

memória, déficit de atenção, lentidão de resposta auditiva e cegueira 

(Gianinazzi et al., 2004; Hoogman et al., 2007).  

O Streptococcus pneumoniae é um importante agente bacteriano que 

provoca infecções graves em seres humanos, incluindo a meningite. Este 

micro-organismo, comumente encontrado na nasofaringe de portadores 

assintomáticos, é o agente etiológico mais comum da meningite 

bacteriana e é responsável pela maior taxa de mortalidade e morbidade 

(Macedo-Ramos et al., 2016). 

A invasão neurológica bacteriana pode ocorrer tanto no contexto da 

doença sistêmica após disseminação pela corrente sanguínea ou por 

extensão de uma sinusite ou otite. A colonização bacteriana do SNC 

também é possível através de infecções locais, má formação na dura-

máter, após neurocirurgia ou trauma crânio-cervical (Sellner et al., 

2010). Além disso, a propagação contígua de infecções dentárias, 

comunicações traumáticas ou congênitas com o meio exterior são 

fatores que podem provocar meningite (Dorsett e Liang, 2016).  
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A falta de uniformidade nos danos ocasionados gera uma dificuldade 

para avaliar a severidade e o grau dos prejuízos neuronais, dificultando 

quantificação dos danos cerebrais, especialmente em períodos 

imediatamente após a lesão, criando obstáculos para novas terapias 

eficazes no tratamento da meningite bacteriana (Sellner et al., 2010).  

 

1.2 EPIDEMIOLOGIA  

 

Estimativas apontam aproximadamente 1,2 milhões de casos de 

meningite, sendo responsável por um número estimado de 171.000 

mortes no mundo a cada ano (Liechti et al., 2015). Apesar do aumento 

da disponibilidade antimicrobiana e de cuidados intensivos, a meningite 

bacteriana continua sendo uma significativa causa de morbidade e 

mortalidade, apresentando uma taxa de mortalidade mundial de 13 a 

27% (Dorsett e Liang, 2016). Aproximadamente 50% dos sobreviventes 

apresentam graves distúrbios neurológicos e neuropsicológicos, sendo 

evidenciada associação, inclusive, com doenças psiquiátricas como 

psicose e esquizofrenia (Abrahao et al., 2005).  

A incidência de meningite depende de vários fatores, tais como a faixa 

etária, a cobertura vacinal e outras condições predisponentes, por 

exemplo, imunodeficiências específicas (Mcintyre et al., 2012). Na 

Inglaterra e no País de Gales, Neisseria meningitidis, S. pneumoniae, 

Streptococcus agalactiae, Escherichia coli e Staphylococcus aureus 

foram os patógenos mais prevalentes causadores de meningite 

bacteriana entre 2004 e 2011 (Okike et al., 2014). 

Os principais agentes etiológicos da meningite bacteriana no Brasil 

são N. meningitidis (28%), S. pneumoniae (16%) e Haemophilus 
influenzae tipo b (Hib) (2%), outras bactérias (23%) e bactéria não 

especificada (31%) (Brasil, 2014). 

Segundo o Sistema de Informação de Agravos de Notificação 

(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 confirmados como 

sendo meningite pneumocócica (n = 947) (SVS, 2014). 

Na França dados revelaram uma incidência anual de meningite de 

2,23 casos para 100.000 habitantes (Honda e Warren, 2009; Varon, 

2009).     

Infelizmente, a mortalidade e morbidade da meningite apresentam 

elevado custo hospitalar. Nos Estados Unidos, a meningite responde por 

cerca de U$ 72 mil em internações e até U$ 1,2 bilhões em custos 

hospitalares por ano (Honda e Warren, 2009). Entre os anos de 1993 e 
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2008, aproximadamente 66.000 pacientes foram diagnosticados com 

meningite, com uma incidência de 62 para 100.000 pacientes. No país 

entre as causas de meningite, os diagnósticos incluem meningite não 

especificada (60%), viral (31%), bacteriana (8%) e fúngicas (1%) 

(Takhar et al., 2012). A idade média de pacientes com meningite 

aumentou de 15 meses de idade em 1986 para 35 anos em média 

atualmente (Dorsett e Liang, 2016). Concomitante, após as 

recomendações de que todas as crianças recebessem a vacina Hib a 

partir dos 2 meses de idade, a incidência de meningite por Hib entre as 

crianças menores de 5 anos de idade declinou em mais de 99% (Takhar 

et al., 2012). 

A incidência da meningite bacteriana é maior nos países com baixa 

renda do que em países desenvolvidos, sendo a taxa de letalidade de 

4,5% em países desenvolvidos e de 15 a 50% em países com baixa 

renda (Brandt, 2010). Aproximadamente 430 milhões de pessoas vivem 

na área conhecida como cinturão da meningite, na África Subsaariana, 

que abrange desde o Senegal até Etiópia. Mesmo com o tratamento com 

antimicrobianos adequados, cerca de 10% dos pacientes morrem e até 

20% ficam com sequelas definitivas, como perda auditiva e danos 

cerebrais (Brouwer et al., 2010). 

 

1.3 MECANISMOS DE PATOGENICIDADE DO PNEUMOCOCO  

 

O S. pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva que pode ser 

encontrada como um organismo comensal do trato respiratório superior 

(Martner et al., 2008) e com menor frequência, estão distribuídas pelo 

corpo humano (Drijkoningen e Rohde, 2014). É considerada a principal 

causa de doenças como, otite média e sinusite, bacteremia e de graves 

doenças como pneumonia, meningite e sepse (Harvey et al., 2014). S 
pneumoniae é o agente patogênico que com maior frequência leva à 

morte ou a déficits neurológicos de longa duração em comparação com 

outros patógenos causadores de meningite bacteriana, sendo, dano 

cognitivo (6,3%), doenças convulsivas (3,7%), perda auditiva (11,2%), 

déficits motores (8,7%) e alterações comportamentais (6,8%) as 

deficiências mais frequentes (Edmond et al., 2010). 

São conhecidos 93 sorotipos de S. pneumoniae identificados de acordo 

com a composição de seus polissacarídeos capsulares. Diferentes 

sorotipos podem ter diferentes taxas de virulência, porcentagem de 

manifestação de doença invasiva em grupos etários diversos e 

distribuição geográfica (Jauneikaite et al., 2012). 
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Para que ocorra a colonização na nasofaringe e posterior invasão e 

disseminação das vias respiratórias inferiores são necessárias a 

expressão e a interação particular dos fatores de virulência com as 

células receptoras do hospedeiro (Mook-Kanamori et al., 2011) e 

quando o micro-organismo alcança a corrente sanguínea pode ocasionar 

bacteremia, chegando ao SNC (Ostergaard et al., 2004). Os agentes 

patogênicos podem infectar o SNC durante a bacteremia ou mais 

frequentemente ganham acesso direto durante os processos 

inflamatórios em estruturas adjacentes, por exemplo, 50% de adultos 

com sinais de meningite pneumocócica tinham sinais de sinusite ou otite 

(Kastenbauer e Pfister, 2003). 

As infecções pneumocócicas são mais frequentes nos extremos de 

idade com existência de condições consideradas predisponentes como a 

asplenia anatômica ou funcional, imunodeficiência congênita ou 

adquirida, desnutrição, síndrome nefrótica, insuficiência renal crônica, 

transplante de órgãos, diabetes mellitus, doença pulmonar crônica, 

insuficiência cardíaca congestiva, alcoolismo, hepatopatia crônica, 

talassemia, pacientes com fístula liquórica, entre outras (Mook-

Kanamori et al., 2011). 

O crescimento global e contínuo de cepas resistentes aos 

antimicrobianos transformou-se em um dos maiores desafios associados 

a este agente (Cottagnoud e Tauber, 2004). O S. pneumoniae possui 

vários mecanismos de patogenecidade, como cápsula de polissacarídeo, 

pneumolisina, hialuronidase, lipoproteínas e proteínas de superfície 

(Mitchell e Mitchell, 2010). 

A cápsula de polissacarídeo é considerada como o fator de virulência 

mais importante do pneumococo, exercendo atividade antifagocitária, já 

que impede a célula bacteriana de interagir com os receptores das 

células fagocitárias do hospedeiro, mantendo o micro-organismo fora da 

célula (Tortora et al., 2014). A cápsula também é crucial para a 

colonização, impede a remoção mecânica pelo muco (Nelson e Cox, 

2011) e também restringe a autólise e pode reduzir a exposição a 

antibióticos (Van Der Poll e Opal, 2009; Tortora et al., 2014). 

A pneumolisina é uma toxina expressa por quase todas as cepas 

invasivas do S. pneumoniae, sendo responsável por ações citotóxicas e 

pró-inflamatórias, diminuição do batimento ciliar epitelial, ativação do 

sistema complemento, apoptose de células do hospedeiro e citólise 

(Mook-Kanamori et al., 2011). Essa toxina possui a capacidade de ligar-

se a membrana do colesterol das células formando grandes poros e 

destruindo, assim, a integridade da membrana, levando a morte celular 

(Tortora et al., 2014). O papel da pneumolisina na patogênese de 
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infecções tem sido estudado em modelo animal usando pneumococos 

em que o gene para a toxina foi suprimido (Mitchell e Mitchell, 2010).  

 

1.4 FISIOPATOLOGIA DA MENINGITE BACTERIANA 

 

Após a utilização de seus diversos mecanismos de virulência para 

burlar as barreiras naturais do hospedeiro, o pneumococo prende-se ao 

epitélio da nasofaringe através da ligação da fosforilcolina ao fator de 

ativação de plaquetas (PAF) ou pela ligação da proteína 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 entrada do pneumococo no espaço subaracnóideo após atravessar a 

barreira hematoencefálica (BHE), através do mecanismo transcelular ou 

causando o rompimento das junções apertadas e atravessando por via 

intercelular (Barichello et al., 2012), leva à liberação de compostos pró-

inflamatórios por autólise e secreção de mediadores que aumentam 

ainda mais a inflamação atraindo células imunes (Bohland et al., 2016). 

Próximo aos efeitos tóxicos direto das bactérias, a resposta imune 

também contribui para a lesão do SNC (Gerber e Nau, 2010). As 

principais células efetoras da resposta imune inata dentro do SNC são as 

células gliais, microglia e astrócitos residentes que exercem múltiplas 

funções incluindo efeitos protetores e restauradores em resposta à 

infecção ou lesão do SNC (Ransohoff e Brown, 2012).  

Após a invasão do SNC, S. pneumoniae multiplica-se rapidamente e 

ao mesmo tempo ocorre lise bacteriana, liberando os produtos 

bacterianos. As células imunes são capazes de reconhecer um repertório 

antigênico infinito de fatores moleculares amplamente definidos a partir 

de agentes patogênicos tais como, ácido lipoteicóico, pneumolisina e 

outros fragmentos da parede celular (Mook-Kanamori et al., 2011; 

Barichello et al., 2012). Esses produtos bacterianos, conhecidos como 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) (Sellner et al., 

2010), são reconhecidos pelas células do sistema imune inato (Annane 

et al., 2005). Os PAMPs são reconhecidos por três famílias de 

receptores específicos de reconhecimento padrão (PRRs), os receptores 

Toll-likes (TLRs), os adaptadores de proteínas intracelulares conhecidas 

como domínio de oligomerização de ligação de nucleotídeos (NOD) e as 

proteínas de reconhecimento de peptideoglicanos presentes na superfície 

das células hospedeiras (Savva e Roger, 2013). Além disso, os PRRs 

foram implicados no reconhecimento de uma série de moléculas 
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endógenas denominadas padrões moleculares associados ao dano 

(DAMP) (Hanke e Kielian, 2011).  

Após o reconhecimentos dos PAMPs, inicia-se a sinalização 

intracelular, através da transmissão de sinal do domínio citoplasmático 

do TLR, denominado receptor de domínio homólogo Toll-IL-1 (TIR), 

para o receptor de interleucina-1 associado à quinase 4 (IRAK-4), sendo 

este ativado (Cohen, 2002). A ativação de IRAK-4 é facilitada pela 

proteína de diferenciação mielóide 88 (MyD88). O IRAK-4 que 

estimula então, o fator associado ao fator de necrose tumoral (TRAF) e, 

por conseguinte, o fator associado ao fator de necrose tumoral quinase 

(TRAK) (Annane et al., 2005). Como resultado, o fator nuclear kappa B 

(NF-κB) é liberado do citosol e se desloca para o núcleo da célula. As 

ações do NF-kB incluem ligação ao DNA, ativando assim centenas de 

genes específicos que promovem a expressão gênica de moléculas pró-

inflamatórias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a 

interleucina (IL) 1β e também moléculas anti-inflamatórias como a IL-

10 (Zingarelli, 2005) (figura 1). 

Devido à produção de citocinas, leucócitos polimorfonucleares são 

atraídos e ativados e, consequentemente, grandes quantidades de 

espécies reativas ao oxigênio (ERO) são produzidas (Kastenbauer et al., 

2002). Um sulfatado de glicoproteínas presente na superfície dos 

leucócitos chamado, sialil-Lewisx liga-se as selectinas P e E das células 

endoteliais. Esta ligação torna-se mais forte quando CXCL-8 liga-se ao 

seu receptor específico nos neutrófilos. As citocinas pró-inflamatórias, 

como o TNF-α, também são necessárias para induzir a expressão de 

moléculas de adesão ICAM-1 e ICAM-2. A ligação entre as células 

endoteliais e ICAM-1 permite a passagem de neutrófilos em direção ao 

gradiente de substâncias quimioatraentes (Hanna e Etzioni, 2012). 

Levando à formação de estresse oxidativo, produção e liberação de 

citocinas e quimiocinas, aumento da ativação de neutrófilos, 

peroxidação lipídica, danos ao DNA, nitração de tirosina, a ativação de 

metaloproteinases de matriz e produção de prostaglandina (Klein et al., 

2006). 
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Figura 1: Fisiopatologia do S. pneumoniae no SNC: aderência, invasão e 

resposta do hospedeiro. AIM2: Ausência de melanoma 2; DNA: ácido 

desoxirribonucleico; IκB: Inibidor de fator nuclear kappa B; IKK: Inibidor de 

IkB quinase; IL-1β: interleucina- 1β; IL-18: interleucina- 10; IRAK4: receptor 

de interleucina associado à quinase 4; LPT: fosfolipídios; LTA: ácido 

lipoteicóico; MyD88: Fator de diferenciação mielóide 88; NF-κB: fator nuclear 

kappa B; NLRP3: proteína formadora de inflammasoma 3; NOD: domínio de 

oligomerização de ligação de nucleotídeos; PGL: prostaglandina; PLY: 

pneumolisina; Pró- IL-1β: Pró interleucina- 1β; Pró- IL-18: Pró interleucina- 18; 

TAK1: fator associado ao crescimento quinase 1; TLR2, 4 e 9: receptores Toll-

like 2, 4 e 9; TRAF 6: fator associado ao fator de necrose tumoral 6. Adaptado 

de Barichello et al., 2012. 

 

1.5 NEUROTROFINAS  
 

As neurotrofinas pertencem a uma família de fatores de crescimento 

que desempenham papéis fundamentais no desenvolvimento e 

sobrevivência dos neurônios (Binder e Scharfman, 2004). Os fatores 

neurotróficos incluem geralmente a família de neurotrofina (fator de 
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crescimento neuronal (NGF), fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4/5 (NT-4/5)); a família 

do fator neurotrófico derivado de célula da glia (GDNF) e por último a 

família do fator neurotrófico ciliar (CNTF) (Harada et al., 2007).  

Cada neurotrofina se liga a uma das tirosina-quinase receptora de 

maior afinidade (família Trk), o NGF se liga a TrkA, o BDNF e NT-4 se 

ligam a TrkB e NT-3 se liga a TrkC, contudo, podem se ligar também ao 

receptor de neurotrofina de baixa afinidade p75 (p75NTR) e induzir 

morte celular programada, estes efeitos opostos das neurotrofinas são 

importantes para a regulação de neurônios em desenvolvimento (Kimura 

et al., 2016).  

O potencial dos fatores neurotróficos, em particular o BDNF, NGF, 

CNTF e o GDNF, na promoção da sobrevivência neuronal tem gerado 

muita esperança no seu uso terapêutico em doenças neurodegenerativas 

incluindo Alzheimer, Huntington, Esclerose Lateral Amiotrófica (ALS), 

Parkinson e Glaucoma (Levin et al., 2011; Allen et al., 2013). 

 

1.5.1 Fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 

 

O BDNF é um membro das neurotrofinas e o mais difundido fator de 

crescimento no cérebro, exercendo efeitos na transmissão sináptica, 

estimulação neurogênica e parece estar envolvido em processos de 

plasticidade sináptica (Kimura et al., 2016). Esta neurotrofina pertence à 

família NGF e é amplamente expressa em todo o SNC, principalmente 

no hipocampo que é descrito como um importante sítio de ação do 

BDNF (Binder e Scharfman, 2004), exercendo os seus efeitos pró-

sobrevivência ligando-se ao seu receptor TrkB e ativando as vias de 

sinalização envolvendo a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/Akt, que 

conduz à ativação dos alvos pró-apoptóticos e da regulação da quinase 

por sinal extracelular, que resulta na fosforilação da proteína de ligação 

ao elemento de resposta AMPc (CREB) que induz a transcrição de 

vários genes associados com a sobrevivência neuronal (Brunet et al., 

2001; Arthur et al., 2004).  

Essa neurotrofina e seu receptor TrkB relacionado à tropomiosina de 

alta afinidade, são amplamente expressos no cérebro adulto, onde 

podem estar envolvidos em neurogênese após meningite bacteriana 

(Tauber et al., 2005). O efeito do BDNF vem sendo pesquisado em 

diversas doenças neurodegenerativas e neuropsiquiátricas, pois 

desempenha um papel fundamental na plasticidade neuronal, memória e 

modula os principais processos dependentes de estímulo externo, como: 

aprendizado, experiências e memórias (Frey et al., 2006a).  
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Em um estudo de Barichello et al. (2010) foi evidenciado uma 

correlação entre os baixos níveis de BDNF no hipocampo e a presença 

de déficits comportamentais em animais submetidos à meningite 

neonatal (Barichello et al., 2010a). A administração de BDNF exógeno 

mostrou ser eficaz na neuroproteção em ratos submetidos à meningite 

bacteriana experimental, sendo postulado que este mediador poderia 

estar envolvido na homeostase do cálcio neuronal, na prevenção da 

morte celular pela modulação de ERO e apoptose (Li et al., 2007).  

Estas implicações sugerem que a neurogênese prejudicada das células 

estaminais neurais, pode estar relacionada com a diminuição dos níveis 

de BDNF e que ele pode ser um potencial motivo para a regulação da 

neurogênese na meningite bacteriana (Lian et al., 2016). 

 

1.5.2 Fator de crescimento neuronal (NGF) 
 

O NGF pertence à família NGF de neurotrofinas e pode estimular o 

receptor TrkA e p75NTR. A estimulação destes receptores nos 

neurônios pode produzir efeitos opostos, nos quais a ativação de TrkA 

está associada à sobrevivência neuronal, enquanto que a ativação de 

p75NTR está implicada na apoptose neuronal (Frade et al., 1996; 

Nykjaer et al., 2004; Kimura et al., 2016). 

Na última década, avanços foram feitos no sentido de uma melhor 

compreensão das ações do NGF no sistema nervoso. O NGF é uma 

molécula neurotrófica que possui subconjuntos simpáticos e específicos 

de neurônios sensoriais e está presente no cérebro (Kritas et al., 2014). 

A acumulação de exsudados inflamatórios no cérebro é também 

mediada por NGF liberado a partir de células de tecidos residentes 

contendo a proteína armazenada (Ricci et al., 2010). É uma das 

primeiras neurotrofinas relacionadas ao desenvolvimento e manutenção 

de populações periféricas e neuronais centrais específicas (Kimura et al., 

2016).  

Esta neurotrofina medeia uma série de estados inflamatórios e 

autoimunes em conjunto com um acúmulo aumentado de mastócitos que 

parecem estar envolvidos em interações neuroimunes e inflamação 

tecidual (Ricci et al., 2010). O NGF pode desempenhar um papel 

importante na conversação entre células do sistema nervoso e do sistema 

imunitário, demonstrando a sua função não apenas no sistema nervoso. 

Foi relatado que os mastócitos e o NGF têm capacidade para integrar 

respostas imunológicas neuro-endócrinas na fisiopatologia do SNC 

(Levi-Montalcini et al., 1996). 
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1.5.3 Fator neurotrófico derivado de célula da glia (GDNF) 

 

O GDNF e é um membro distante da superfamília do fator de 

crescimento transformante-β (TGF-β). Ele sinaliza através da formação 

de um complexo receptor composto por glicosil-fosfatidil inositol (GPI) 

ligado ao receptor GFRα1 e do receptor transmembranar tirosina 

quinase (RET) (Airaksinen e Saarma, 2002). Esta neurotrofina foi 

originalmente identificada como um potente fator neurotrófico que 

promove a sobrevivência dos neurônios dopaminérgicos do cérebro 

(Kimura et al., 2016). 

Embora o GDNF exerça poderosos efeitos neuroprotetores, em 

modelo experimental com ratos deficientes de GDNF demonstraram 

déficit surpreendentemente pequeno no SNC e no sistema nervoso 

periférico (SNP), no entanto, estes ratos tinham grandes déficits no 

sistema nervoso entérico e agenesia no rim, resultando em morte logo 

após o nascimento (Sanchez et al., 1996). Os efeitos neuroprotetores em 

neurônios sugerem que o GDNF pode ser um bom candidato terapêutico 

para doenças neurodegenerativas, incluindo doença de Parkinson e 

Alzheimer (Budni et al., 2015; Kramer e Liss, 2015). 

 

1.6 LÍTIO  

 

O lítio é o principal tratamento de transtorno bipolar (Malhi et al., 

2012) e evidencias indicam que os benefícios neurobiológicos do lítio 

podem ir além da estabilização do humor (Forlenza et al., 2014). Em 

modelos experimentais e clínicos, o tratamento com lítio tem sido 

associado à neuroproteção, devido aos seus efeitos sobre os vários 

mecanismos de homeostase neuronais envolvidos na ativação das 

respostas neurotróficas, modulação de estresse oxidativo, cascatas 

inflamatórias e aumento da capacidade regulatória da função 

mitocondrial (Diniz e Teixeira, 2011). 

Diversos estudos têm sugerido que o lítio pode ser usado no 

tratamento de lesões cerebrais agudas, como isquemia e de doenças 

neurodegenerativas crônicas (Wada et al., 2005; Caldero et al., 2010). 

No entanto, os mecanismos exatos dos efeitos do lítio associados à 

inflamação não são claramente compreendidos. 

Entre as ações farmacológicas estabelecidas do lítio, a inibição da 

glicogênio sintase quinase -3β (GSK-3β) é a que tem sido mais 

amplamente relatada por alterar as respostas inflamatórias em diversas 

doenças como Alzheimer, Parkinson, meningite e sepse (Woodgett, 
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1990; Grimes e Jope, 2001; Nassar e Azab, 2014), além de estar 

envolvida na apoptose e plasticidade celular (Zhao et al., 2007).  

A meningite bacteriana induz uma resposta inflamatória que tem sido 

bem descrita em humanos e em modelos experimentais. Esta inflamação 

gera uma exacerbada resposta imune com a ativação de diferentes vias 

de sinalização e consequentente produção de citocinas, quimiocinas e 

ERO, nitrogênio e ativação microglial (Mook-Kanamori et al., 2011). 

No entanto a resposta inflamatória excessiva pode ter efeitos deletérios 

sobre a plasticidade neuronal, comportamento e cognição (Hu et al.; 

Barichello et al., 2013a; Barichello et al., 2013b).  

Em 2000, Hoeflich et al. demonstraram uma forte evidência da relação 

entre a ativação de GSK-3β e inflamação. Eles descobriram que a GSK-

3β facilita a atividade do NF-κB resultando em um aumento da resposta 

inflamatória em camundongos (Hoeflich et al., 2000). O NF-κB é um 

importante regulador da transcrição de uma variedade de genes 

envolvidos na resposta inflamatória, imunidade inata e adaptativa, 

diferenciação, proliferação e sobrevivência celular em organismos 

(Mitchell et al., 2016).  

Muitos estudos subsequentes confirmaram as conclusões de Hoeflich 

que mostraram que a inibição de GSK-3β por lítio levou a redução da 

produção de mediadores pró-inflamatórios em várias condições 

experimentais. Martin et al. demonstraram que a inibição de GSK-3β 

por lítio levou à diminuição da produção de TNF-α e IL-6 enquanto que 

aumentou os níveis de IL-10 em monócitos de camundongos após 

injeção de LPS (Martin et al., 2005). Da mesma forma, diminuiu a 

mortalidade, a ativação de NF-κB e a secreção de TNF-α induzida por 

LPS em camundongos (Zhang et al., 2009). Em modelo animal de 

mania, foi observado um aumento de TNF-α, IL-4, IL-6, IL-10 no 

córtex pré-frontal e estriado e o tratamento com lítio reverteu esse 

aumento de citocinas (Valvassori et al., 2015). Inibidores de GSK3, 

como o lítio, foram apontados como medicamentos anti-inflamatórios 

eficazes, reduzindo em torno de 67 a 90% a produção de TNF-α, IL-6, 

IL-1β por microglia, astrócitos, monócitos e outras células do sistema 

imunológico em cultura de células estimuladas com LPS (Yuskaitis e 

Jope, 2009; Turnquist et al., 2010). 

Vários estudos têm demonstrado que estabilizadores de humor, como 

o litio, também exercem efeitos neurotróficos pela ativação do promotor 

IV do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), elevando os 

níveis dessa neurotrofina em estruturas cerebrais (Frey et al., 2006a; 

Yasuda et al., 2009). O BDNF é importante para a neurogênese, 

diferenciação e sobrevivência neuronal. Essa neurotrofina é expressa em 
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grande quantidade no cérebro, principalmente, em áreas que estão 

ligadas a cognição e comportamento emocional como o hipocampo e a 

amígdala (Huang et al., 2008; Sen et al., 2008). Em um estudo de 

Barichello et al. foi evidenciado uma correlação entre os baixos níveis 

de BDNF e a presença de déficits comportamentais em ratos submetidos 

à meningite (Barichello et al., 2010a). A utilização de BDNF exógeno 

mostrou ser eficaz na neuroproteção em ratos submetidos à meningite 

bacteriana experimental, sendo postulado que este mediador poderia 

estar envolvido na homeostase do cálcio neuronal, na prevenção da 

morte celular pela modulação de ERO e por apoptose (Grandgirard e 

Leib, 2006; Li et al., 2007). O lítio também tem sido relacionado com o 

aumento do fator de crescimento neural (NGF) no córtex pré-frontal, 

hipocampo e amígdala em dano por traumatismo craniano (Leeds et al., 

2014a).  

Outro alvo de ação do lítio é a proteína quinase C (PKC). A inibição 

da PKC tem sido sugerida como um dos mecanismos dos estabilizadores 

do humor de grande importância (Manji e Chen, 2002). A PKC é 

encontrada principalmente no cérebro, sendo essencial para os processos 

de neurotransmissão pré e pós-sináptica, regulando a excitabilidade 

neuronal, a liberação dos neurotransmissores e a plasticidade celular. 

Estudos pré-clínicos mostram que a administração do lítio leva a 

redução de PKC no córtex pré-frontal e hipocampo de ratos sugerindo 

que a inibição da PKC tem também um importante papel nos efeitos 

terapêuticos desse estabilizador do humor (Zarate e Manji, 2009). 

O lítio regula, ainda, moléculas anti-apoptóticas, tais como Bcl-2, 

BDNF e β-catenina e promove uma diminuição da ativação de 

moléculas pró-apoptóticas, tais como proteína Bax, proteína tumoral 

p53 e caspases (Liechti et al., 2014). A lesão cerebral durante meningite 

pneumocócica pode ocorrer por necrose cortical e apoptose no giro 

denteado hipocampal, sendo esses danos encontrados em pacientes e em 

modelos experimentais (Grandgirard et al., 2007b). A apoptose neuronal 

ocorre por via dependende e independente de caspase e é causada por 

múltiplos fatores, incluindo componentes bacterianos e mediadores 

inflamatórios (Mook-Kanamori et al., 2011). 

Esse conjunto de evidências pode ser relevante para o tratamento da 

meningite bacteriana, uma vez que as intervenções que influenciam 

processos inflamatórios e apoptóticos foram benéficas em modelos 

experimentais. Com base nas suas propriedades neuroprotetoras e 

neuroregenerativas é de suma importância o estudo do lítio como uma 

potencial estratégia terapêutica no contexto de meningite bacteriana. 
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1.7 TAMOXIFENO 

 

A meningite pneumocócica é uma doença grave com altas taxas 

mortalidade e morbidade. As sequelas em longo prazo são frequentes e 

incluem déficit de memória e aprendizagem em aproximadamente 50% 

dos pacientes (Edmond et al., 2010; Baudon, 2011).  

Durante a meningite pneumocócica, macrófagos residentes, astrócitos, 

células gliais e células endoteliais podem produzir citocinas, 

quimiocinas e outros mediadores pró-inflamatórios em resposta à 

infecção (Grandgirard e Leib, 2010). Assim, a meningite bacteriana leva 

a um aumento da penetração cerebral de neutrófilos, ativação microglial 

pró-inflamatória, produção de ERO e subsequentemente disfunção 

mitocondrial, apoptose e necrose resultando em disfunção neuronal 

(Barichello et al., 2016).  

Os neutrófilos fazem parte da primeira linha de defesa contra 

patógenos bacterianos. Para atingir os agentes patogênicos, os 

neutrófilos necessitam migrar do endotélio vascular até o local da 

infecção. As estratégias de defesa contra patógenos incluem fagocitose, 

produção e liberação de ERO e degranulação de moléculas 

antimicrobianas e inflamatórias. A PKC é uma proteína quinase 

serina/treonina que tem sido implicada na regulação de uma variedade 

de funções celulares, tais como proliferação, diferenciação e apoptose 

em resposta a uma gama diversificada de estímulos, sendo necessária 

para a montagem completa de NADPH oxidase e ativação da explosão 

respiratória (Bertram e Ley, 2011). A PKC desempenha um papel 

importante na regulação da plasticidade sináptica, da potencialização em 

longo prazo (LTP) e da depressão em longo prazo (LTD), podendo 

assim, regular o aprendizado e a memória (Liu et al., 2014). 

Estudo de Ahn et al. sugeriram que uma resposta inflamatória à lesão 

no SNC mediada em parte pela microglia, pode ser crucial para induzir a 

morte celular necrótica e apoptótica (Ahn et al., 2006). Esta intensa 

resposta inflamatória contribui para danos cognitivos e pode ser fatal 

para os pacientes acometidos por meningite bacteriana (Grandgirard e 

Leib, 2010; Van De Beek et al., 2010). Evidências em humanos e em 

modelos animais sugerem que a morte celular, por apoptose e necrose, 

no hipocampo contribui para o prejuízo de memória e aprendizado 

(Izquierdo e Medina, 1997; Sellner et al., 2010). O dano hipocampal 

pode ser causado pela toxicidade direta de compostos bacterianos e pela 

reação inflamatória do hospedeiro, mediada por radicais livres, 

aminoácidos excitatórios e caspases (Mook-Kanamori et al., 2011).  
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Os fatores neurotróficos são responsáveis pelo crescimento e 

sobrevivência dos neurônios em desenvolvimento e pela manutenção de 

neurônios maduros. O NGF regula a sobrevivência, o desenvolvimento e 

o trofismo de populações neuronais específicas no SNP e central (Levi-

Montalcini e Angeletti, 1968; Cirulli e Alleva, 2009). O BDNF tem um 

papel importante na sobrevivência, diferenciação e crescimento de 

neurônios periféricos e centrais durante o desenvolvimento e na idade 

adulta. O GDNF tem um papel importante in vivo na manutenção e 

sobrevivência dos neurônios adultos (Boger et al., 2006; Pascual et al., 

2008). Essas neurotrofinas, especialmente o BDNF, desempenham um 

papel importante na sobrevivência neuronal, plasticidade sináptica e na 

formação da memória, principalmente no hipocampo. O BDNF 

endógeno pode ser um instrutor ativo de plasticidade sináptica na 

formação de potencialização em longo prazo (LTP) (Sohrabji e Lewis, 

2006). Recentemente, foi demonstrado que em ratos adultos os níveis de 

BDNF do hipocampo estavam positivamente correlacionados com a 

capacidade de aprendizagem (Francia et al., 2006).  

Embora mais conhecido como um modulador seletivo de receptor de 

estrogênio no tecido mamário, o tamoxifeno é um fármaco com uma 

ampla gama de atividades (Mikelman et al., 2016), podendo atuar como 

agonista em alguns tecidos – o tecido mamário, por exemplo – e 

antagonista em outros – como os tecidos cardíaco, ósseo e endometrial 

(Riggins et al., 2007; Kunath et al., 2012).  

O tamoxifeno é a terapia endócrina usual (antiestrogênico) para o 

câncer de mama com receptor hormonal positivo. Pesquisas 

experimentais demonstraram que o tamoxifeno desempenha papéis 

neuroprotetores na lesão medular (Tian et al., 2009), hemorragia 

intracerebral (Xie et al., 2011), isquemia cerebral (Osuka et al., 2001) e 

lesão cerebral hipóxico-isquêmica (Feng et al., 2004).  

Estudos mostraram um efeito anti-inflamatório in vivo e in vitro do 

tamoxifeno, onde esse fármaco pôde induzir uma resposta anti-

inflamatória em modelos experimentais de ativação microglial com 

camundongos e cultura de células microgliais. Esta resposta pareceu não 

ser mediada pelo receptor de estrogênio, mas possivelmente a alguma 

modulação induzida pelo tamoxifeno nas cascatas de sinalização pró-

inflamatória (Suuronen et al., 2005; Tapia-Gonzalez et al., 2008). In 

vivo, o tratamento com raloxifeno ou tamoxifeno, reduziu a inflamação 

aguda induzida por carragenina em ratas fêmeas (Misiewicz et al., 1996; 

Esposito et al., 2005). Além disso, em um ensaio clínico, o tamoxifeno 

mostrou diminuir a proteína C-reativa (marcador inflamatório) em 26%, 
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(Cushman et al., 2001) e também diminuiu a inflamação renal e 

diminuiu a gravidade da doença autoimune lúpus (Wu et al., 2000). 

O tamoxifeno apresenta outro mecanismo de ação importante, que é a 

inibição da atividade da PKC. Einat et al. (2007) demonstraram o seu 

potencial efeito antimaníaco, onde o fármaco reduziu significativamente 

a hiperatividade e o comportamento de risco induzido pela anfetamina 

(d-AMPH) (Einat et al., 2007). É interessante notar que o tamoxifeno é 

um conhecido inibidor de PKC disponível para humanos, o qual 

demonstrou eficácia clínica e pré-clínica como anti-maníaco (Zarate e 

Manji, 2009; Cechinel-Recco et al., 2012). 

Inicialmente desenvolvido para o tratamento do câncer, vários estudos 

pré-clínicos têm apoiado o potencial do tamoxifeno no tratamento de 

episódios agudos de transtorno bipolar (Zarate et al., 2007; Yildiz et al., 

2008; Armani et al., 2014). O uso prolongado de inibidor de PKC no 

tratamento de transtornos de humor é controverso já que a PKC 

desempenha um papel importante na plasticidade sináptica e, por 

conseguinte no aprendizado e a memória (Liu et al., 2014). Além disso, 

a sinalização de estrogênio tem um papel importante nas regiões 

cerebrais envolvidas na regulação emocional e cognitiva (Brinton et al., 

2008; Wharton et al., 2012). Uma vez que os pacientes com transtorno 

bipolar necessitam de um tratamento farmacológico contínuo ao longo 

da vida, o possível bloqueio de PKC e os efeitos de inibição de 

estrogênio proporcionados pelo tamoxifeno podem levar a efeitos 

colaterais negativos (Zarate e Manji, 2009; Armani et al., 2014). 

Na meningite pneumocócica experimental, os animais apresentaram 

comprometimento da aprendizagem e da memória (Barichello et al., 

2010c; Barichello et al., 2013a), e houve associação entre redução da 

expressão de BDNF no hipocampo e comprometimento da memória 

(Barichello et al., 2010a).  

Vários estudos demonstraram que a sinalização de PKC e as 

neurotrofinas desempenham um papel fundamental na modulação entre 

si. Alguns autores descreveram os vários meios pelos quais a PKC pode 

levar a uma transcrição aumentada de RNA de fatores neurotróficos, tais 

como BDNF, NGF, GDNF e NT-3 em células do sistema nervoso (Lim 

e Alkon, 2012; Xu et al., 2013). 

 

1.8 JUSTIFICATIVA 

 

Atualmente, apesar dos avanços nos cuidados médicos, as taxas de 

mortalidade por meningite pneumocócica continuam altas e um número 

considerável de sobreviventes sofre com sequelas comportamentais, 
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perda de audição, convulsões, déficits neurológicos focais, prejuízo de 

aprendizagem e perda de memória. No entanto, os mecanismos 

biológicos que levam a esses danos nos pacientes após meningite 

bacteriana não são totalmente elucidados. Por isso, estudos combinando 

parâmetros comportamentais e neuroquímicos com tratamentos 

adjuvantes, que visam à melhora na compreensão dos mecanismos que 

levam à extensa degeneração neuronal são, sem dúvidas, de suma 

importância para a comunidade. Desta forma, os tratamentos com lítio e 

tamoxifeno podem, possivelmente, promover alterações estruturais e 

funcionais no SNC, aumentando a expressão de proteínas sinápticas, 

plasticidade sináptica e neurogênese, podendo assim diminuir os danos 

causados pela meningite, sendo um possível novo adjuvante terapêutico. 

 



41 

2. OBJETIVO  

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar os efeitos do lítio e tamoxifeno sobre os parâmetros 

comportamentais e as neurotrofinas BDNF, NGF e GDNF em animais 

submetidos à meningite pneumocócica. 

 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar os parâmetros de memória de habituação 10 dias após a 

indução de meningite pneumocócica através do teste de habituação ao 

campo aberto em ratos adultos tratados com lítio ou tamoxifeno. 

 

 Avaliar os parâmetros de memória aversiva através do teste de esquiva 

inibitória em ratos adultos submetidos ao modelo experimental de 

meningite pneumocócica 10 dias após indução e tratados com lítio ou 

tamoxifeno.  

 

 Avaliar os níveis das neurotrofinas BDNF, NGF e GDNF no 

hipocampo de ratos adultos submetidos ao modelo experimental de 

meningite pneumocócica 10 dias após a indução e tratados com lítio ou 

tamoxifeno. 
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3. MATERIAL E MÉTODO 

 

3.1 LOCAIS DE REALIZAÇÃO DA PESQUISA  

 

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Microbiologia 

Experimental e no Laboratório de Neurociências da Universidade do 

Extremo Sul Catarinense, UNESC, Criciúma, SC, Brasil. Todos os 

procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da UNESC sobre o protocolo 045/2013 e 074/2015-1 (em 

anexo). 

 

3.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

 

Foram utilizados para o estudo 120 ratos Wistar machos adultos, com 

peso corporal de 250 a 300 g provenientes do Biotério da Universidade 

do Extremo Sul Catarinense (UNESC), onde permaneceram alojados em 

local fresco e arejado em um ciclo de 12 horas claro/escuro, a uma 

temperatura de 23 °C +/- 1 °C, com alimento e água sempre disponíveis. 

Foram excluídos do estudo os animais que apresentaram qualquer má-

formação aparente; peso inferior ou superior aos mencionados 

anteriormente, animais que já tinham sido usados em experimentos 

anteriores; animais que eventualmente morreram durante o experimento, 

antecedendo o tempo de eutanásia dos animais. 

 

3.3 ORGANISMO INFECTANTE 

 

S. pneumoniae, sorotipo III, proveniente do Instituto Adolfo Lutz, foi 

cultivado durante a noite em 10 mL de caldo Todd Hewitt, diluída em 

meio fresco e crescidas até a fase logarítmica. A cultura foi centrifugada 

durante 10 min a 5000 x g e novamente suspensa em solução salina 

estéril até a concentração de 5 x 10
9 

UFCol/mL (Grandgirard et al., 

2007b). 

 

3.4 MODELO EXPERIMENTAL DE MENINGITE 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos, provenientes do biotério da 

Universidade do Extremo Sul Catarinense. Todos os procedimentos 

cirúrgicos e inoculações bacterianas foram realizados sob anestesia, 

composta de uma administração via intraperitoneal (i.p) de cloridrato de 

cetamina (6,6 mg/kg) e cloridrato de xilazina (0,3 mg/kg) (Hoogman et 

al., 2007; Barichello et al., 2010b). 
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Os animais foram submetidos a uma punção na cisterna magna com 

uma agulha número 23 e receberão 10 µL de LCR artificial como um 

placebo ou volume equivalente de suspensão bacteriana de S. 
pneumoniae. No momento da inoculação, os animais receberam 

reposição volêmica e foram devolvidos às suas gaiolas (Irazuzta et al., 

2008; Barichello et al., 2010b). Dezoito horas após a indução, a 

meningite foi confirmada por uma cultura quantitativa de 5 µL de LCR 

obtido por punção da cisterna magna e iniciado o tratamento com o 

antimicrobiano Ceftriaxona/Rocefin® (La Roche, Brasil) 100 mg/kg 

(i.p) de 12 em 12 h durante sete dias (Barichello et al., 2014). 

 

3.5 TRATAMENTO E MODELO EXPERIMENTAL  

 

O lítio (47,5 mg/Kg) (Sigma, St Louis, MO, USA) e tamoxifeno (1 

mg/kg) (Salutas Pharma GmbH, Barleben, Germany), foram dissolvidos 

em solução salina estéril (NaCl 0,9%) e administrado duas vezes ao dia 

durante 7 dias (i.p), com início no terceiro dia até o décimo dia após a 

indução da meningite (Cechinel-Recco et al., 2012).  

Dez dias após a indução da meningite e trinta minutos após receberem 

a última dose dos tratamentos os animais foram submetidos aos testes 

comportamentais de habituação ao campo aberto e esquiva inibitória. Os 

animais foram divididos nos grupos: controle/salina; controle/lítio; 

controle/tamoxifeno, meningite/salina, meningite/lítio e 

meningite/tamoxifeno com um n de 10 animais por grupo para a 

realização dos testes comportamentais de habituação ao campo 

(totalizando 60 animais), após o teste comportamental os animais foram 

mortos e a estrutura hipocampo retirada para a análise dos níveis de 

BDNF, NGF e GDNF. Novos animais foram utilizados para a realização 

do teste de esquiva inibitória (n de 10 animais por grupo, os mesmos 

descritos acima, totalizando 60 animais), como mostra a figura 2.  
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Figura 2: Representação da linha do tempo para a indução da meningite 

bacteriana, tratamento com ceftriaxona, lítio e tamoxifeno, testes 

comportamentais e morte dos animais.  

 

3.6 TESTES COMPORTAMETAIS 

 

3.6.1 Habituação ao campo aberto  

 

O comportamento foi realizado no aparato de campo aberto, a fim de 

avaliar as duas atividades locomotoras e exploratórias. O aparato mede 

40 × 60 centímetros de campo aberto cercado por 50 centímetros de 

parede feitas de madeira com um vidro frontal (Figura 3). O piso do 

campo aberto é dividido em 9 retângulos por linhas pretas. Os animais 

foram cuidadosamente colocados no quadrante traseiro esquerdo e, em 

seguida, deixados sozinhos para explorar a arena por cinco minutos 

(sessão treino). Imediatamente após este procedimento, os animais 

foram levados de volta para a sua gaiola moradia e 24 horas após eles 

foram submetidos a uma nova sessão no aparato de campo aberto 

(sessão de teste). Durante 5 minutos, em ambas as sessões, foram 

observadas e documentadas todas as vezes que o animal atravessava as 

linhas pretas demarcadas. A diminuição do número de cruzamentos 

(crossings) foi tomado como uma medida da retenção de memória de 
habituação (Vianna et al., 2000). 
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Figura 3: Teste de habituação ao campo aberto. Figura elaborada pelo autor. 

 

3.6.2 Esquiva inibitória  

 

O teste de esquiva inibitória foi realizado em um aparato que consiste 

em uma caixa de acrílico medindo 50 x 25 x 25 cm (Albarsch, Porto 

Alegre, Brasil), cujo piso é formado por barras paralelas de aço 

inoxidável (diâmetro de 1 mm) espaçadas em uma distância de 1 cm. 

Uma plataforma com 7 cm de largura e 2,5 cm de comprimento será 

colocada junto à parede esquerda do aparelho (figura 4). Na sessão de 

treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e o tempo que 

estes levaram para descer sobre as grades com as quatro patas foi 

medido com um dispositivo automático. Imediatamente após tocarem 

com as quatro patas na grade, os animais receberam um choque de 0,4 

mA durante 2 segundos e voltaram à sua gaiola de origem. A sessão 

teste de curta duração foi realizada 1,5 h após o treino (memória de 

curta duração). A sessão teste de longa duração foi realizada 24 h após a 

sessão treino (memória de longo prazo). Na sessão de teste, o animal foi 

novamente colocado na plataforma e medido o tempo que ele levou para 

descer (latência), porém não foi aplicado o choque. A latência é um 

parâmetro clássico de retenção de memória (Izquierdo et al., 1998; 

Bevilaqua et al., 2003). O teste de esquiva inibitória avalia a memória 

aversiva do animal. O aparato e os procedimentos têm sido descritos em 

estudos anteriormente publicados (Quevedo et al., 1997; Roesler et al., 

2003). 
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Figura 4: Teste de esquiva inibitória. Figura elaborada pelo autor. 

 

3.7 ANÁLISES DOS NÍVEIS DE BDNF, NGF E GDNF 

 

Após os testes comportamentais, os animais foram mortos e os seus 

hipocampos foram removidos para avaliar os níveis de BDNF, NGF e 

GDNF. Os níveis das neurotrofinas foram medidos por ensaio 

imunoenzimático, utilizando-se kits comerciais de acordo com as 

instruções do fabricante (NGF e BDNF de Chemicon, EUA e GDNF de 

Biosensis, EUA). Resumidamente, fatias de cérebro foram 

homogeneizadas em tampão fosfato (PBS) com 1 mM de flúor 

fenilmetilsulfonil (PMSF) e etileno glicol 1mM bis (2-aminoetil éter)-N, 

N, N'N' ácido tetra acético (EGTA). Placas de microtitulação (96 poços 

de fundo plano) foram revestidas por 24 h com as amostras diluídas 1:2 

em diluente de amostra. Então, as placas foram lavadas quatro vezes 

com diluentes amostras. Anticorpo monoclonal de rato anti-BDNF, 

anticorpo monoclonal de rato anti-NGF e anticorpo policlonal de rato 

GDNF, foram diluído 1:1000 em diluente de amostra e foram incubadas 

por 3 h em temperatura ambiente. Após a lavagem, uma segunda 

incubação com anti-rato conjugado 1:1000 do anticorpo peroxidase 

diluída para 1 h em temperatura ambiente foi realizado. Após a adição 

de estreptavidina-enzima-substrato, e a quantidade de BDNF, NGF e 
GDNF foram determinadas para absorbância de 450 nm. A curva padrão 

demonstrou uma relação direta entre a densidade óptica (DO) e a 

concentração de BDNF, NGF e GDNF. A proteína total foi medida pelo 

método de Lowry (1951) usando soro albumina bovina como padrão 

(Lowry et al., 1951). 
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3.8 ESTATÍSTICA 

 

Para a avaliação dos níveis de neurotrofinas, os dados foram 

apresentados como média ± erro padrão da média (EPM) e analisados 

por análise de variância (ANOVA) de duas vias, seguido de teste post 
hoc Tukey. 

Dados da tarefa de habituação ao campo aberto foram relatados como 

média ± desvio padrão (DP) e foram analisados por ANOVA e testes 

post hoc de Tukey. Os dados para a tarefa de esquiva inibitória são 

relatados como mediana e intervalos interquartis, e as comparações 

entre os grupos foram realizadas utilizando testes U Man-Whitney. Os 

grupos interindividuais foram analisados pelos testes de Wilcoxon. 

Em todas as comparações, p<0,05 foi considerado significativamente 

estatístico. Todas as análises foram realizadas utilizando o programa 

Statistical Package for the Social Science (SPSS) versão 20.0. 
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4 RESULTADOS  

 

As figuras 5 e 6 ilustram os efeitos do lítio ou tamoxifeno na memória 

de ratos Wistar adultos submetidos à meningite pneumocócica. Os 

animais do grupo meningite submetidos à tarefa de habituação a campo 

aberto não apresentaram diferença entre as sessões treino e teste, 

demonstrando comprometimento da memória (p<0,05). Por outro lado, 

nos grupos controle/salina, controle/lítio, controle/tamoxifeno e 

meningite/lítio, houve diferença no número de cruzamentos entre as 

sessões, demonstrando memória de habituação (p<0,05, figura 5). 

Na tarefa de esquiva inibitória, houve diferença entre as sessões treino 

e teste nos grupos controle/salina, controle/lítio, controle/tamoxifeno e 

meningite/lítio, demonstrando memória aversiva de curto e longo prazo 

nestes grupos (p<0,05). Nos grupos meningite/salina e 

meningite/tamoxifeno, no entanto, não houve diferença entre as sessões 

de treino e teste, demonstrando comprometimento da memória aversiva 

de curto e longo prazo nestes animais (p>0,05, figura 6). 

A figura 7 ilustra os efeitos do lítio ou tamoxifeno sobre os níveis de 

BDNF, NGF e GDNF no hipocampo de ratos Wistar adultos submetidos 

à meningite pneumocócica. Os níveis de BDNF diminuíram no 

hipocampo dos grupos meningite/salina e meningite/tamoxifeno quando 

comparados com o grupo controle/salina (p<0,05). No entanto, o lítio 

como tratamento adjuvante restabeleceu os níveis de BDNF no grupo 

meningite/lítio (figura 7A). Os níveis de NGF diminuíram apenas no 

grupo meningite/tamoxifeno (p<0,05, figura 7B). Os níveis de GDNF 

diminuíram no hipocampo dos grupos meningite/salina e 

meningite/tamoxifeno quando comparados com o grupo controle/salina 

(p<0,05). O lítio como tratamento adjuvante, no entanto, restabeleceu os 

níveis de GDNF no grupo meningite/lítio (figura 7C).   
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Figura 5: Efeitos do lítio e do tamoxifeno no teste de habituação ao campo 

aberto em ratos Wistar adultos 10 dias após a indução da meningite 

pneumocócica. Os números de cruzamentos e levantamentos são relatados como 

a média ± DP e foram analisados por ANOVA e testes post hoc de Tukey (10 

animais por grupo). *p<0,05 estatisticamente diferentes da sessão treino; 
&
p<0,05 estatisticamente diferentes do grupo controle/salina e 

#
p<0,05 

estatisticamente diferentes do grupo meningite/salina. 
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Figura 6: Efeitos do lítio e do tamoxifeno no teste comportamental de esquiva 

inibitória em ratos Wistar adultos 10 dias após indução de meningite 

pneumocócica. Os dados são relatados como mediana e intervalos interquartis, e 

as comparações entre os grupos foram realizadas utilizando testes U Mann-

Whitney. Os grupos interindividuais foram analisados pelos testes de Wilcoxon. 

*p<0,05 indicam diferenças entre sessões de treino e de teste, conforme 

determinado por Wilcoxon; 
&
p<0,05 indicam significância estatística em 

comparação com o grupo controle/salina como descrito por Man-Whitney e 
#
p<0,05 indicam significância estatística em comparação com o grupo 

meningite/salina como determinado por Man-Whitney. 

  



50 

A 

 
B 

 
C 

 
Figura 7: Efeitos do lítio e do tamoxifeno na expressão de BDNF, NGF e 

GDNF no hipocampo de ratos Wistar 10 dias após a indução da meningite 

pneumocócica. Os níveis de BDNF (A), NGF (B) e GDNF (C) foram avaliados 

por ELISA e os resultados foram apresentados em pg por 100 mg de tecido. 

Todos os dados são relatados como média ± SEM. Os resultados foram 
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analisados por ANOVA de duas vias, seguido por um teste post-hoc de Tukey. 

Os símbolos *p<0,05 indicam significância estatística em comparação com o 

grupo controle/salina; 
#
p<0,05 indicam significância estatística quando 

comparados com o grupo meningite/salina. 
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5 DISCUSSÃO  

 

A meningite é uma infecção frequente e grave do SNC que afeta a pia-

máter, a aracnóide e o espaço subaracnóideo (Van De Beek et al., 2004). 

O uso de vacinas conjugadas modificou a epidemiologia da meningite 

(Shin e Kim, 2012). No entanto, a meningite pneumocócica continua 

uma causa importante de mortalidade e morbidade em todo o mundo e o 

incompleto conhecimento da sua patogênese, associado à emergência de 

bactérias resistentes aos antimicrobianos e a ausência de novos alvos 

para terapia adjuvante, contribui para esta mortalidade e morbidade 

(Mook-Kanamori et al., 2011). O risco de pacientes sobreviventes 

desenvolverem pelo menos uma sequela como déficits cognitivos, perda 

auditiva bilateral, déficits motores, convulsões, deficiência visual e 

hidrocefalia, é de aproximadamente 16,2 a 35,5 % (Edmond et al., 

2010). Os modelos animais experimentais demonstraram que o resultado 

da meningite bacteriana está relacionado com a gravidade da inflamação 

e que este resultado pode ser melhorado modulando a inflamação 

(Mook-Kanamori et al., 2011). No entanto, novas terapias adjuvantes 

são necessárias para melhorar o prognóstico da meningite bacteriana. 

No presente estudo investigamos os efeitos do tratamento adjuvante 

com lítio e tamofixeno sobre as alterações comportamentais e a níveis 

de BDNF, NGF e GDNF na meningite bacteriana.  

Verificou-se aqui que animais submetidos à meningite por S. 

pneumoniae apresentaram dano de memória de habituação e de memória 

aversiva e diminuição dos níveis de BDNF e GDNF no hipocampo 10 

dias após inoculação bacteriana, demonstrando assim uma possível 

correlação entre dano cognitivo e baixos níveis de neurotrofinas. Esses 

dados corroboram com os resultados encontrados por Barichello et al, 

em 2010, onde demonstraram que os animais sobreviventes à meningite 

pneumocócica tiveram prejuízo de memória e aprendizagem (Barichello 

et al., 2010c), bem como a diminuição dos níveis de neurotrofinas 

(Barichello et al., 2010a; Barichello et al., 2014).  

Em um estudo anterior de Barichello et al, observou-se que animais 

submetidos à meningite apresentaram prejuízo de memória aversiva de 

curto e longo prazo, prejuízo na memória de habituação e diminuição 

dos níveis de BDNF e GDNF no hipocampo 10 dias após a indução, 

danos estes que foram prevenidos nos animais que receberam tratamento 

adjuvante com butirato de sódio (Barichello et al., 2014). 

O lítio é uma antiga droga que vem sendo estudada como um agente 

neuroprotetor em uma variedade de doenças neurológicas, degenerativas 

e infecções cerebrais (Kaplanski et al., 2014; Leeds et al., 2014b; Liechti 
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et al., 2014) e tem sido utilizado no tratamento da depressão maníaca há 

mais de 100 anos (Leeds et al., 2014b).  

No presente estudo o tratamento adjuvante com lítio foi capaz de 

prevenir dano de memória de habituação e memória aversiva de curto e 

longo prazo. Entretanto, os animais que receberam tratamento com 

tamoxifeno apresentaram comprometimento de ambas as memórias. Em 

2014, Liechti et al, demonstram que ratos sobreviventes à meningite 

pneumocócica e que foram tratados com lítio apresentaram um 

desempenho de aprendizagem significativamente melhor durante o teste 

de labirinto aquático de Morris em comparação ao grupo meningite que 

recebeu solução salina (Liechti et al., 2014). O tratamento com lítio 

também melhorou a aprendizagem espacial e a capacidade de memória 

no labirinto aquático de Morris em ratos após isquemia cerebral global 

transitória (Bian et al., 2007). Fan et al (2015) demonstraram em um 

modelo de isquemia-reperfusão que a administração de pré-lítio 

(prevenção) e lítio (tratamento) melhorou significativamente os déficits 

cognitivos, diminuindo a latência e aumentando a porcentagem de 

tempo que os ratos passaram no quadrante alvo no teste de labirinto 

aquático de Morris, confirmando prevenção da memória. Este teste é 

amplamente utilizado como uma medida para o prejuízo cognitivo 

relacionado com o hipocampo (Fan et al., 2015). 

Concordando com os presentes achados, um estudo anterior 

demonstrou que administrações repetidas de tamoxifeno em 

camundongos machos induziram déficits na aquisição ou retenção de 

respostas em um procedimento de aprendizagem chamado auto-

moldagem, teste experimental usado para estudar o condicionamento 

clássico (Walker et al., 2011). Curiosamente, um estudo clínico mostrou 

que o tratamento prolongado com tamoxifeno em mulheres pós-

menopáusicas com câncer de mama prejudicou domínios cognitivos que 

dependem de habilidades verbais (memória verbal e fluência) (Boele et 

al., 2015). De fato, há um conjunto de evidências mostrando que os 

pacientes que recebem tratamento com tamoxifeno têm deficiências de 

memória verbal (Schilder et al., 2009), função executiva (Schilder et al., 

2010), habilidade visual espacial e velocidade de processamento 

(Palmer et al., 2008), quando comparados aos controles saudáveis. 

O tamoxifeno é um antagonista competitivo de receptor de estrogênio. 

Evidências indicam que o estrogênio tem a capacidade de regular várias 

funções neuronais, incluindo o aprendizado e a memória (Mcewen et al., 

2012). Esta capacidade é atribuída às funções do receptor de estrogênio 

α (ERα) associado à membrana e do receptor de estrogênio β (ERβ), 

bem como o receptor sensível ao estrogênio acoplado à proteína G 
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(GPER1) (Liu et al., 2008; Walf et al., 2008). Hammond et al (2009) 

demonstraram que GPER1, através da ativação do agonista do 

estrogênio, tem um efeito benéfico na função cognitiva e que os 

antagonistas dos receptores de estrogênio têm efeitos deletérios nas 

funções cognitivas (Hammond et al., 2009). De fato, foram 

demonstradas deficiências nas tarefas de trabalho e memória espacial 

em ratas ovariectomizadas. O tratamento agudo com estrogênios 

reverteu os déficits cognitivos induzidos pela ovariectomia (Gibbs e 

Johnson, 2008). Por conseguinte, os autores sugerem que o tamoxifeno 

prejudica a memória através da inibição do receptor estrogênico. 

É importante notar que, no presente estudo, o tamoxifeno diminuiu os 

níveis de BDNF, NGF e GDNF no hipocampo quando comparado com 

os grupos meningite e meningite tratados com lítio. Conforme descrito 

anteriormente, a PKC desempenha um papel crucial na regulação da 

plasticidade sináptica e de várias formas de aprendizagem e memória 

(Chu et al., 2014; Sun e Alkon, 2014) e que a sinalização de PKC e de 

neurotrofinas podem desempenhar um papel fundamental na modulação 

entre si. Esta sinalização de fator neurotrófico tem um papel importante 

nas funções de neuroproteção e reparação de neurônios colinérgicos em 

regiões específicas do cérebro relacionadas com a formação de memória 

(Williams et al., 2006). 

Alguns autores descreveram os vários meios pelos quais a PKC pode 

levar a uma transcrição aumentada de RNA de fatores neurotróficos, tais 

como BDNF, NGF, GDNF e NT-3 em células do sistema nervoso (Lim 

e Alkon, 2012). 

As neurotrofinas, BDNF, NGF e GDNF, possuem diversas funções no 

SNC como, neurogênese, diferenciação e sobrevivência neuronal e estão 

envolvidas em vias moleculares que são relevantes para a cognição, 

aprendizagem e processos de memória (Allen et al., 2013; Martinez-

Levy e Cruz-Fuentes, 2014). Em estudo de Li et al (2007) verificou-se 

que o BDNF e seu receptor TrkB diminuíram concomitantemente no 

cérebro durante meningite experimental por S. pneumoniae (Li et al., 

2007). Resultado este que está de acordo com o encontrado nesse 

estudo. Além disso, a administração de BDNF exógeno aumentou a 

população neuronal tanto no córtex cerebral como no hipocampo de 

ratos submetidos à meningite pneumocócica através da síntese de BDNF 

e da ativação do receptor TrkB contribuindo para a melhoria da 

neurogênese após a meningite (Li et al., 2007). A manutenção da 

expressão do BDNF no cérebro durante a meningite pneumocócica 

pode, por conseguinte, ser um mecanismo que impeça o 

comprometimento cognitivo (Barichello et al., 2014).  
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O GDNF também foi relatado como uma neurotrofina neuroprotetora 

na isquemia cerebral (Duarte et al., 2012), uma vez que o tratamento 

com ele foi eficaz na redução de danos cerebrais e na prevenção da 

aprendizagem e do comprometimento da memória em um modelo de 

isquemia experimental em ratos neonatos (Katsuragi et al., 2011). 

Portanto, pode-se sugerir que o comprometimento da memória induzido 

por tamoxifeno também pode estar associado a níveis diminuídos de 

neurotrofinas no hipocampo de ratos. 

Por outro lado, o lítio restabeleceu os níveis de BDNF e GDNF no 

hipocampo dos animais submetidos à meningite pneumocócica. Isso 

pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo fato de que o lítio tem 

uma ação direta na expressão do BDNF, aumentando seus níveis e 

protegendo o cérebro contra danos cognitivos. Há também um conjunto 

de dados que mostram que o lítio aumenta os níveis de neurotrofinas 

(Manji et al., 2000; Frey et al., 2006a; Jornada et al., 2010; Cechinel-

Recco et al., 2012; Varela et al., 2015). Apesar de inibir a PKC, está 

bem descrito que lítio ativou seletivamente o receptor do promotor IV 

do BDNF de neurônios primários e aumentou os níveis de BDNF em 

hipocampo de ratos (Frey et al., 2006b; Yasuda et al., 2009). 

Em estudo experimental de isquemia-reperfusão o tratamento com 

lítio diminuiu a apoptose e aumentou a expressão de BDNF e pCREB 

no hipocampo dos animais, desempenhando um papel neuroprotetor 

(Yan et al., 2007). Vários estudos demonstraram que os efeitos de lítio 

podem ser, em parte, através da modulação de fatores neurotróficos 

(Rybakowski, 2014). Em outro estudo, com modelo experimental de 

isquemia-reperfusão investigou-se os efeitos do lítio sobre a expressão 

da proteína BDNF, CREB e pCREB e o tratamento aumentou 

significativamente a expressão de BDNF em comparação com o grupo 

controle (Fan et al., 2015). Em 2012, Cechinel-Recco et al demostraram 

que a d-AMPH diminuiu os níveis de NGF e BDNF no cérebro de ratos 

e o tratamento com lítio e tamoxifeno aumentaram os níveis destas 

neurotrofinas, protegendo assim, o cérebro contra esta deficiência 

induzida por d-AMPH (Cechinel-Recco et al., 2012).  
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6 CONCLUSÃO 

 

Apesar dos importantes avanços no tratamento, a meningite 

pneumocócica é uma das mais importantes doenças infecciosas do SNC, 

com altas taxas de mortalidade e morbidade. São necessárias novas 

estratégias experimentais para reduzir o comprometimento cognitivo em 

sobreviventes após meningite. 

Esses resultados demonstraram os efeitos do lítio e tamoxifeno na 

meningite pneumocócica, onde o lítio apresentou um efeito 

neuroprotetor com o aumento dos níveis de neurotrofinas e prevenção 

de dano cognitivo. Entretanto, o tamoxifeno piorou o prognóstico dos 

animais que receberam o tratamento. Por conseguinte, pode sugerir-se 

que os tratamentos em longo prazo com tamoxifeno podem levar a uma 

deterioração cognitiva significativa reduzindo os níveis de fatores 

neurotróficos no cérebro de ratos. 

Uma compreensão mais detalhada da meningite bacteriana ocasionada 

pelo S. pneumoniae, da indução da resposta inflamatória do hospedeiro 

e de seus efeitos é sem dúvida desejável e indispensável. Entretanto 

deve-se reconhecer que grande parte da cascata de eventos está sendo 

elucidada. Portanto, esforços para compreender e apoiar a capacidade 

reparadora do hospedeiro, uma área que até agora tem recebido pouca 

atenção, pode ser tão importante quanto desvendar os mecanismos que 

levam a danos. 
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