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RESUMO

A meningite pneumocdécica é uma infeccdo grave do sistema nervoso
central (SNC), com altas taxas de letalidade, que provoca reducdo do
desempenho psicomotor, ligeira lentiddo mental, comprometimento das
fungdes executivas de atencdo e deficiéncia de aprendizagem e
memoria. O estabilizador de humor de litio é conhecido como um
agente neuroprotetor com muitos efeitos no cérebro. O tamoxifeno é a
terapia enddcrina usual para o cAncer de mama. Pesquisas experimentais
demonstraram que o tamoxifeno desempenha papéis neuroprotetores na
lesdo medular, hemorragia intracerebral, isquemia cerebral e lesdo
cerebral hipdxico-isquémica. O objetivo deste estudo foi investigar os
efeitos do litio e do tamoxifeno sobre o fator neurotrdfico derivado do
cérebro (BDNF), fator neurotréfico derivado de célula da glia (GDNF) e
fator de crescimento neuronal (NGF) no hipocampo de animais
submetidos ao modelo experimental de meningite pneumococica. Neste
estudo, os animais receberam liquido cefalorraquidiano (LCR) artificial
como um placebo ou uma suspensdo de Streptococcus pneumoniae na
concentracdo de 5 x 10° unidades formadoras de coldnias (UFC/mL).
Dezoito horas ap6s a indugdo, 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 solucdo salina, litio (47,5 mg/kg)
ou tamoxifeno (1 mg/kg) como tratamento adjuvante e foram separados
em seis grupos: controle/salina, controle/litio, controle/tamoxifeno,
meningite/salina, meningite/litio e meningite/tamoxifeno e foram
submetidos aos testes comportamentais. No teste de habituacdo ao
campo aberto, os animais submetidos a meningite ndo apresentaram
diferenca entre as sessdes de treino e teste, demonstrando
comprometimento da memdria. Nos grupos controle/salina,
controle/litio, controle/tamoxifeno e meningite/litio, houve diferenca
demonstrando memoria de habituagdo nestes animais. Na tarefa de
esquiva inibitoéria, houve diferenca entre as sessdes de treino e teste nos
grupos  controle/salina,  controle/litio,  controle/tamoxifeno e
meningite/litio, demonstrando memoria aversiva de curto e longo prazo
nestes grupos. Nos grupos meningite/salina e meningite/tamoxifeno, ndo
houve diferenca






entre as sessfes de treino e teste, demonstrando comprometimento da
memoaria aversiva a curto e longo prazo nestes animais. Apos 0s testes
0s animais foram mortos e 0s hipocampos foram removidos para
avaliacdo dos niveis de BDNF, NGF e GDNF. Os niveis de BDNF e
GDNF foram restabelecidos no hipocampo dos animais tratados com
litio, no entanto, os niveis de BDNF, NGF e GDNF diminuiram no
hipocampo de animais tratados com tamoxifeno. O litio foi capaz de
prevenir o comprometimento da memdria e restabelecer a expressao de
neurotrofinas no hipocampo em modelo experimental de meningite
pneumocdcica.

Palavras-chave: meningite pneumococica, neurotrofinas, memoria,
litio, tamoxifeno.






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 wusual 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° 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






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 INTRODUCAO

1.1 MENINGITE

A meningite bacteriana é uma infeccdo do sistema nervoso central
(SNC), caracterizada por uma forte inflamagdo das meninges e espago
subaracndide (Grandgirard et al., 2007a), causando prejuizos
neuropsicologicos e cognitivos, através de uma reacdo inflamatoria e
apoptotica (Leib et al., 1996; Koedel e Pfister, 1999; Irazuzta et al.,
2005).

A grave inflamacdo associada & meningite bacteriana resulta em
edema cerebral, vasogénico e nas meninges, eventualmente, ocorre o
aumento da pressdo intracraniana uma Vvez que 0S mecanismos
compensatorios para o deslocamento do liquido cefalorraquidiano
(LCR) foram comprimidos, herniacdo cerebral e infiltracdo local de
leucocitos ou formacao de abscessos, assim como pela necrose cortical e
perda neuronal hipocampal (Dorsett e Liang, 2016).

A meningite bacteriana € uma infeccdo potencialmente fatal, em
adultos, criangas e recém-nascidos, que varia de acordo com as
condicdes socioecondmicas, estado imunoldgico, localizacdo geografica
e o agente patogénico (Kim, 2010; Mcintyre et al., 2012). E
caracterizada por forte inflamagdo 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 sensério motor, convulsBes, prejuizos no aprendizado e na
memoéria, déficit de atencdo, lentiddo de resposta auditiva e cegueira
(Gianinazzi et al., 2004; Hoogman et al., 2007).

O Streptococcus pneumoniae é um importante agente bacteriano que
provoca infec¢Oes graves em seres humanos, incluindo a meningite. Este
micro-organismo, comumente encontrado na nasofaringe de portadores
assintomaticos, é o agente etiolégico mais comum da meningite
bacteriana e é responsavel pela maior taxa de mortalidade e morbidade
(Macedo-Ramos et al., 2016).

A invasdo neuroldgica bacteriana pode ocorrer tanto no contexto da
doenca sistémica apds disseminagdo pela corrente sanguinea ou por
extensdo de uma sinusite ou otite. A colonizacdo bacteriana do SNC
também é possivel através de infecgdes locais, ma formagdo na dura-
mater, ap0s neurocirurgia ou trauma cranio-cervical (Sellner et al.,
2010). Além disso, a propagacdo contigua de infeccdes dentarias,
comunica¢Bes traumaticas ou congénitas com o meio exterior s&o
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 prejuizos neuronais, dificultando
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., 2010).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Estimativas apontam aproximadamente 1,2 milhdes de casos de
meningite, sendo responsavel por um nimero 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 distirbios neurol6gicos e neuropsicolégicos, sendo
evidenciada associacdo, inclusive, com doencas psiquiatricas como
psicose e esquizofrenia (Abrahao et al., 2005).

A incidéncia de meningite depende de varios fatores, tais como a faixa
etaria, a cobertura vacinal e outras condicbes predisponentes, por
exemplo, imunodeficiéncias especificas (Mcintyre et al., 2012). Na
Inglaterra e no Pais de Gales, Neisseria meningitidis, S. pneumoniae,
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli e Staphylococcus aureus
foram os patégenos mais prevalentes causadores de meningite
bacteriana entre 2004 e 2011 (Okike et al., 2014).

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

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

Na Franca dados revelaram uma incidéncia 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 internacGes e atée U$ 1,2 bilhdes 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 incidéncia de 62 para 100.000 pacientes. No pais
entre as causas de meningite, os diagnosticos incluem meningite ndo
especificada (60%), viral (31%), bacteriana (8%) e flngicas (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, ap0s as
recomendacbes de que todas as criancas recebessem a vacina Hib a
partir dos 2 meses de idade, a incidéncia de meningite por Hib entre as
criangas menores de 5 anos de idade declinou em mais de 99% (Takhar
etal., 2012).

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

1.3 MECANISMOS DE PATOGENICIDADE DO PNEUMOCOCO

O S. pneumoniae é uma bactéria Gram-positiva que pode ser
encontrada como um organismo comensal do trato respiratério superior
(Martner et al., 2008) e com menor frequéncia, estdo distribuidas pelo
corpo humano (Drijkoningen e Rohde, 2014). E considerada a principal
causa de doengas como, otite media e sinusite, bacteremia e de graves
doencas como pneumonia, meningite e sepse (Harvey et al., 2014). S
pneumoniae é o agente patogénico que com maior frequéncia leva a
morte ou a déficits neuroldgicos de longa duragcdo em comparagdo com
outros patdgenos causadores de meningite bacteriana, sendo, dano
cognitivo (6,3%), doengas convulsivas (3,7%), perda auditiva (11,2%),
déficits motores (8,7%) e alteracbes comportamentais (6,8%) as
deficiéncias mais frequentes (Edmond et al., 2010).

Séo conhecidos 93 sorotipos de S. pneumoniae identificados de acordo
com a composicdo de seus polissacarideos capsulares. Diferentes
sorotipos podem ter diferentes taxas de viruléncia, porcentagem de
manifestacdo de doenca invasiva em grupos etarios diversos e
distribuicdo geogréfica (Jauneikaite et al., 2012).
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Para que ocorra a colonizagdo na nasofaringe e posterior invasdo e
disseminacdo das vias respiratorias inferiores sdo necessérias a
expressao e a interagcdo particular dos fatores de viruléncia com as
células receptoras do hospedeiro (Mook-Kanamori et al., 2011) e
guando o micro-organismo alcanca a corrente sanguinea pode ocasionar
bacteremia, chegando ao SNC (Ostergaard et al., 2004). Os agentes
patogénicos podem infectar o SNC durante a bacteremia ou mais
frequentemente ganham acesso direto durante 0S processos
inflamat6rios em estruturas adjacentes, por exemplo, 50% de adultos
com sinais de meningite pneumocdcica tinham sinais de sinusite ou otite
(Kastenbauer e Pfister, 2003).

As infec¢Bes pneumocdcicas sdo mais frequentes nos extremos de
idade com existéncia de condigdes consideradas predisponentes como a
asplenia anatdbmica ou funcional, imunodeficiéncia congénita ou
adquirida, desnutri¢do, sindrome nefrotica, insuficiéncia renal cronica,
transplante de Orgédos, diabetes mellitus, doenca pulmonar cronica,
insuficiéncia cardiaca congestiva, alcoolismo, hepatopatia cronica,
talassemia, pacientes com fistula liquorica, entre outras (Mook-
Kanamori et al., 2011).

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

A cépsula de polissacarideo é considerada como o fator de viruléncia
mais importante do pneumococo, exercendo atividade antifagocitaria, ja
gue impede a célula bacteriana de interagir com os receptores das
células fagocitarias do hospedeiro, mantendo o micro-organismo fora da
célula (Tortora et al., 2014). A cépsula também ¢é crucial para a
colonizacdo, impede a remogdo mecéanica pelo muco (Nelson e Cox,
2011) e também restringe a autélise e pode reduzir a exposicdo a
antibioticos (Van Der Poll e Opal, 2009; Tortora et al., 2014).

A pneumolisina € uma toxina expressa por quase todas as cepas
invasivas do S. pneumoniae, sendo responsavel por agfes citotdxicas e
pré-inflamatorias, diminuicdo do batimento ciliar epitelial, ativacdo do
sistema complemento, apoptose de células do hospedeiro e citdlise
(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 patogénese de
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infeccdes 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

Apobs a utilizagdo de seus diversos mecanismos de viruléncia para
burlar as barreiras naturais do hospedeiro, 0 pneumococo prende-se ao
epitélio da nasofaringe através da ligacdo da fosforilcolina ao fator de
ativacdo de plaquetas (PAF) ou pela ligagdo 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 entrada do pneumococo no espaco subaracnodideo apds atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE), através do mecanismo transcelular ou
causando o rompimento das jungdes apertadas e atravessando por via
intercelular (Barichello et al., 2012), leva a liberacdo de compostos pro-
inflamatdrios por autélise e secrecdo de mediadores que aumentam
ainda mais a inflamacéo atraindo células imunes (Bohland et al., 2016).
Proximo aos efeitos téxicos direto das bactérias, a resposta imune
também contribui para a lesdo do SNC (Gerber e Nau, 2010). As
principais células efetoras da resposta imune inata dentro do SNC séo as
células gliais, microglia e astrécitos residentes que exercem mdltiplas
fungdes incluindo efeitos protetores e restauradores em resposta a
infeccdo ou lesdo do SNC (Ransohoff e Brown, 2012).

Ap0s a invasdo do SNC, S. pneumoniae multiplica-se rapidamente e
ao mesmo tempo ocorre lise bacteriana, liberando os produtos
bacterianos. As células imunes sdo capazes de reconhecer um repertorio
antigénico infinito de fatores moleculares amplamente definidos a partir
de agentes patogénicos tais como, acido lipoteicéico, pneumolisina e
outros fragmentos da parede celular (Mook-Kanamori et al., 2011;
Barichello et al., 2012). Esses produtos bacterianos, conhecidos como
padrGes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) (Sellner et al.,
2010), sdo reconhecidos pelas células do sistema imune inato (Annane
et al., 2005). Os PAMPs sdo reconhecidos por trés familias de
receptores especificos de reconhecimento padrdo (PRRs), 0s receptores
Toll-likes (TLRs), os adaptadores de proteinas intracelulares conhecidas
como dominio de oligomerizac&o de ligagdo de nucleotideos (NOD) e as
proteinas de reconhecimento de peptideoglicanos presentes na superficie
das células hospedeiras (Savva e Roger, 2013). Além disso, 0os PRRs
foram implicados no reconhecimento de uma série de moléculas
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enddgenas denominadas padrBes moleculares associados ao dano
(DAMP) (Hanke e Kielian, 2011).

Ap6s o reconhecimentos dos PAMPs, inicia-se a sinalizagéo
intracelular, através da transmisséo de sinal do dominio citoplasmatico
do TLR, denominado receptor de dominio homdlogo Toll-IL-1 (TIR),
para o receptor de interleucina-1 associado a quinase 4 (IRAK-4), sendo
este ativado (Cohen, 2002). A ativacdo de IRAK-4 é facilitada pela
proteina de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88). O IRAK-4 que
estimula entdo, o fator associado ao fator de necrose tumoral (TRAF) e,
por conseguinte, o fator associado ao fator de necrose tumoral quinase
(TRAK) (Annane et al., 2005). Como resultado, o fator nuclear kappa B
(NF-xB) ¢ liberado do citosol e se desloca para o nucleo da célula. As
acoes do NF-kB incluem ligagdo ao DNA, ativando assim centenas de
genes especificos que promovem a expressao génica de moléculas pro-
inflamatoérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
interleucina (IL) 1B e também moléculas anti-inflamatdrias como a IL-
10 (Zingarelli, 2005) (figura 1).

Devido a producgéo de citocinas, leucocitos polimorfonucleares séo
atraidos e ativados e, consequentemente, grandes quantidades de
espécies reativas ao oxigénio (ERO) sdo produzidas (Kastenbauer et al.,
2002). Um sulfatado de glicoproteinas presente na superficie dos
leucdcitos chamado, sialil-Lewisx liga-se as selectinas P e E das células
endoteliais. Esta ligacdo torna-se mais forte quando CXCL-8 liga-se ao
seu receptor especifico nos neutrofilos. As citocinas pré-inflamatorias,
como 0 TNF-a, também sdo necessarias para induzir a expressdo de
moléculas de adesdo ICAM-1 e ICAM-2. A ligacdo entre as células
endoteliais e ICAM-1 permite a passagem de neutréfilos em diregéo ao
gradiente de substancias quimioatraentes (Hanna e Etzioni, 2012).
Levando a formacdo de estresse oxidativo, producdo e liberacdo de
citocinas e quimiocinas, aumento da ativacdo de neutrdfilos,
peroxidacéo lipidica, danos ao DNA, nitra¢do de tirosina, a ativacdo de
metaloproteinases de matriz e producdo de prostaglandina (Klein et al.,
2006).
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Figura 1: Fisiopatologia do S. pneumoniae no SNC: aderéncia, invasdo e
resposta do hospedeiro. AIM2: Auséncia de melanoma 2; DNA: 4&cido
desoxirribonucleico; 1xB: Inibidor de fator nuclear kappa B; IKK: Inibidor de
IkB quinase; IL-1p: interleucina- 1B; IL-18: interleucina- 10; IRAK4: receptor
de interleucina associado a quinase 4; LPT: fosfolipidios; LTA: acido
lipoteicoico; MyD88: Fator de diferenciagdo mieldide 88; NF-xB: fator nuclear
kappa B; NLRP3: proteina formadora de inflalmmasoma 3; NOD: dominio de
oligomerizagdo de ligagdo de nucleotideos; PGL: prostaglandina; PLY:
pneumolisina; Pro- IL-1B: Pré interleucina- 1B; Pro- 1L-18: Pré interleucina- 18;
TAKTL: 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 familia de fatores de crescimento
gue desempenham papéis fundamentais no desenvolvimento e
sobrevivéncia dos neur6nios (Binder e Scharfman, 2004). Os fatores
neurotréficos incluem geralmente a familia de neurotrofina (fator de
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crescimento neuronal (NGF), fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4/5 (NT-4/5)); a familia
do fator neurotrdfico derivado de célula da glia (GDNF) e por Gltimo a
familia do fator neurotréfico ciliar (CNTF) (Harada et al., 2007).

Cada neurotrofina se liga a uma das tirosina-quinase receptora de
maior afinidade (familia Trk), o NGF se liga a TrkA, 0o 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 sdo
importantes para a regulacéo de neurdnios em desenvolvimento (Kimura
et al., 2016).

O potencial dos fatores neurotréficos, em particular o BDNF, NGF,
CNTF e o GDNF, na promocdo da sobrevivéncia neuronal tem gerado
muita esperanga no seu uso terapéutico em doencas neurodegenerativas
incluindo Alzheimer, Huntington, Esclerose Lateral Amiotréfica (ALS),
Parkinson e Glaucoma (Levin et al., 2011; Allen et al., 2013).

1.5.1 Fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)

O BDNF é um membro das neurotrofinas e o mais difundido fator de
crescimento no cérebro, exercendo efeitos na transmissdo sinaptica,
estimulacdo neurogénica e parece estar envolvido em processos de
plasticidade sinaptica (Kimura et al., 2016). Esta neurotrofina pertence a
familia NGF e é amplamente expressa em todo o SNC, principalmente
no hipocampo que é descrito como um importante sitio de acdo do
BDNF (Binder e Scharfman, 2004), exercendo os seus efeitos pro-
sobrevivéncia ligando-se ao seu receptor TrkB e ativando as vias de
sinalizacdo envolvendo a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/Akt, que
conduz a ativacdo dos alvos pré-apoptéticos e da regulacdo da quinase
por sinal extracelular, que resulta na fosforilacdo da proteina de ligacdo
ao elemento de resposta AMPc (CREB) que induz a transcri¢cdo de
varios genes associados com a sobrevivéncia neuronal (Brunet et al.,
2001; Arthur et al., 2004).

Essa neurotrofina e seu receptor TrkB relacionado & tropomiosina de
alta afinidade, sdo amplamente expressos no cérebro adulto, onde
podem estar envolvidos em neurogénese apds meningite bacteriana
(Tauber et al., 2005). O efeito do BDNF vem sendo pesquisado em
diversas doengas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas, pois
desempenha um papel fundamental na plasticidade neuronal, memoria e
modula os principais processos dependentes de estimulo externo, como:
aprendizado, experiéncias e memérias (Frey et al., 2006a).



33

Em um estudo de Barichello et al. (2010) foi evidenciado uma
correlacdo entre os baixos niveis de BDNF no hipocampo e a presenca
de déficits comportamentais em animais submetidos a meningite
neonatal (Barichello et al., 2010a). A administracdo de BDNF exdgeno
mostrou ser eficaz na neuroprotecdo em ratos submetidos a meningite
bacteriana experimental, sendo postulado que este mediador poderia
estar envolvido na homeostase do célcio neuronal, na prevencdo da
morte celular pela modulacdo de ERO e apoptose (Li et al., 2007).

Estas implicacGes sugerem gue a neurogénese prejudicada das células
estaminais neurais, pode estar relacionada com a diminuicdo dos niveis
de BDNF e que ele pode ser um potencial motivo para a regulacéo da
neurogénese na meningite bacteriana (Lian et al., 2016).

1.5.2 Fator de crescimento neuronal (NGF)

O NGF pertence a familia NGF de neurotrofinas e pode estimular o
receptor TrkA e p75NTR. A estimulacdo destes receptores nos
neurdnios pode produzir efeitos opostos, nos quais a ativagdo de TrkA
esta associada a sobrevivéncia neuronal, enquanto que a ativacdo de
p75NTR esta implicada na apoptose neuronal (Frade et al., 1996;
Nykjaer et al., 2004; Kimura et al., 2016).

Na ultima década, avancos foram feitos no sentido de uma melhor
compreensdo das acBes do NGF no sistema nervoso. O NGF é uma
molécula neurotréfica que possui subconjuntos simpaticos e especificos
de neurdnios sensoriais e estd presente no cérebro (Kritas et al., 2014).
A acumulacdo de exsudados inflamatérios no cérebro é também
mediada por NGF liberado a partir de células de tecidos residentes
contendo a proteina armazenada (Ricci et al., 2010). E uma das
primeiras neurotrofinas relacionadas ao desenvolvimento e manutengéo
de populagdes periféricas e neuronais centrais especificas (Kimura et al.,
2016).

Esta neurotrofina medeia uma série de estados inflamatérios e
autoimunes em conjunto com um actimulo aumentado de mastocitos que
parecem estar envolvidos em interagdes neuroimunes e inflamagédo
tecidual (Ricci et al., 2010). O NGF pode desempenhar um papel
importante na conversacéo entre células do sistema nervoso e do sistema
imunitario, demonstrando a sua fungdo nao apenas no sistema nervoso.
Foi relatado que os mastécitos e o0 NGF tém capacidade para integrar
respostas imunoldgicas neuro-enddcrinas na fisiopatologia do SNC
(Levi-Montalcini et al., 1996).
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1.5.3 Fator neurotréfico derivado de célula da glia (GDNF)

O GDNF e é um membro distante da superfamilia do fator de
crescimento transformante-p (TGF-B). Ele sinaliza através da formagao
de um complexo receptor composto por glicosil-fosfatidil inositol (GPI)
ligado ao receptor GFRal e do receptor transmembranar tirosina
quinase (RET) (Airaksinen e Saarma, 2002). Esta neurotrofina foi
originalmente identificada como um potente fator neurotréfico que
promove a sobrevivéncia dos neurdnios dopaminérgicos do cérebro
(Kimura et al., 2016).

Embora o GDNF exerca 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 deficits no
sistema nervoso entérico e agenesia no rim, resultando em morte logo
apos o nascimento (Sanchez et al., 1996). Os efeitos neuroprotetores em
neurodnios sugerem que 0 GDNF pode ser um bom candidato terapéutico
para doencas neurodegenerativas, incluindo doenga de Parkinson e
Alzheimer (Budni et al., 2015; Kramer e Liss, 2015).

1.6 LITIO

O litio é o principal tratamento de transtorno bipolar (Malhi et al.,
2012) e evidencias indicam que os beneficios neurobiol6gicos do litio
podem ir além da estabilizacdo do humor (Forlenza et al., 2014). Em
modelos experimentais e clinicos, o tratamento com litio tem sido
associado a neuroprotecdo, devido aos seus efeitos sobre 0s varios
mecanismos de homeostase neuronais envolvidos na ativagdo das
respostas neurotréficas, modulacdo de estresse oxidativo, cascatas
inflamatérias e aumento da capacidade regulatéria da funcéo
mitocondrial (Diniz e Teixeira, 2011).

Diversos estudos tém sugerido que o litio pode ser usado no
tratamento de lesdes cerebrais agudas, como isquemia e de doencas
neurodegenerativas crénicas (Wada et al., 2005; Caldero et al., 2010).
No entanto, 0os mecanismos exatos dos efeitos do litio associados a
inflamac&o ndo sdo claramente compreendidos.

Entre as acOGes farmacolégicas estabelecidas do litio, a inibicdo da
glicogénio sintase quinase -3B (GSK-3B) ¢ a que tem sido mais
amplamente relatada por alterar as respostas inflamatdrias em diversas
doencas 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 inflamatéria que tem sido
bem descrita em humanos e em modelos experimentais. Esta inflamagéo
gera uma exacerbada resposta imune com a ativacdo de diferentes vias
de sinalizacdo e consequentente producdo de citocinas, quimiocinas e
ERO, nitrogénio e ativacdo microglial (Mook-Kanamori et al., 2011).
No entanto a resposta inflamatoria excessiva pode ter efeitos deletérios
sobre a plasticidade neuronal, comportamento e cognicdo (Hu et al.;
Barichello et al., 2013a; Barichello et al., 2013b).

Em 2000, Hoeflich et al. demonstraram uma forte evidéncia da relagéo
entre a ativacao de GSK-3p e inflamagéo. Eles descobriram que a GSK-
3P facilita a atividade do NF-xB resultando em um aumento da resposta
inflamatdria em camundongos (Hoeflich et al., 2000). O NF-kB é um
importante regulador da transcricio de uma variedade de genes
envolvidos na resposta inflamatéria, imunidade inata e adaptativa,
diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular em organismos
(Mitchell et al., 2016).

Muitos estudos subsequentes confirmaram as conclusdes de Hoeflich
gue mostraram que a inibi¢cdo de GSK-3p por litio levou a redugdo da
producdo de mediadores pré-inflamatérios em vérias condigdes
experimentais. Martin et al. demonstraram que a inibicdo de GSK-3f3
por litio levou a diminuicdo da producdo de TNF-a e IL-6 enquanto que
aumentou os niveis de IL-10 em mondcitos de camundongos apés
injecdo de LPS (Martin et al., 2005). Da mesma forma, diminuiu a
mortalidade, a ativacdo de NF-xB e a secre¢do de TNF-a induzida por
LPS em camundongos (Zhang et al., 2009). Em modelo animal de
mania, foi observado um aumento de TNF-o, IL-4, IL-6, IL-10 no
cortex pré-frontal e estriado e o tratamento com litio reverteu esse
aumento de citocinas (Valvassori et al., 2015). Inibidores de GSK3,
como o litio, foram apontados como medicamentos anti-inflamatérios
eficazes, reduzindo em torno de 67 a 90% a producdo de TNF-a, IL-6,
IL-1B por microglia, astrécitos, mondcitos e outras células do sistema
imunoldgico em cultura de células estimuladas com LPS (Yuskaitis e
Jope, 2009; Turnquist et al., 2010).

Varios estudos tém demonstrado que estabilizadores de humor, como
o litio, também exercem efeitos neurotréficos pela ativagdo do promotor
IV do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), elevando os
niveis dessa neurotrofina em estruturas cerebrais (Frey et al., 2006a;
Yasuda et al., 2009). O BDNF é importante para a neurogénese,
diferenciacdo e sobrevivéncia neuronal. Essa neurotrofina é expressa em
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grande quantidade no cérebro, principalmente, em &reas que estdo
ligadas a cognigdo e comportamento emocional como o hipocampo e a
amigdala (Huang et al., 2008; Sen et al., 2008). Em um estudo de
Barichello et al. foi evidenciado uma correlacdo entre os baixos niveis
de BDNF e a presenca de déficits comportamentais em ratos submetidos
a meningite (Barichello et al., 2010a). A utilizacdo de BDNF exdgeno
mostrou ser eficaz na neuroprotecdo em ratos submetidos & meningite
bacteriana experimental, sendo postulado que este mediador poderia
estar envolvido na homeostase do calcio neuronal, na prevencdo da
morte celular pela modulagdo de ERO e por apoptose (Grandgirard e
Leib, 2006; Li et al., 2007). O litio também tem sido relacionado com o
aumento do fator de crescimento neural (NGF) no cértex pré-frontal,
hipocampo e amigdala em dano por traumatismo craniano (Leeds et al.,
2014a).

Outro alvo de agéo do litio é a proteina quinase C (PKC). A inibicdo
da PKC tem sido sugerida como um dos mecanismos dos estabilizadores
do humor de grande importancia (Manji e Chen, 2002). A PKC ¢
encontrada principalmente no cérebro, sendo essencial para 0s processos
de neurotransmissdo pré e pos-sinaptica, regulando a excitabilidade
neuronal, a liberagdo dos neurotransmissores e a plasticidade celular.
Estudos pré-clinicos mostram que a administracdo do litio leva a
reducdo de PKC no coértex pré-frontal e hipocampo de ratos sugerindo
que a inibicdo da PKC tem também um importante papel nos efeitos
terapéuticos desse estabilizador do humor (Zarate e Manji, 2009).

O litio regula, ainda, moléculas anti-apoptdticas, tais como Bcl-2,
BDNF e p-catenina e promove uma diminuicdo da ativacdo de
moléculas prd-apoptoticas, tais como proteina Bax, proteina tumoral
p53 e caspases (Liechti et al., 2014). A lesdo cerebral durante meningite
pneumocdcica 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
multiplos fatores, incluindo componentes bacterianos e mediadores
inflamatérios (Mook-Kanamori et al., 2011).

Esse conjunto de evidéncias pode ser relevante para o tratamento da
meningite bacteriana, uma vez que as intervengbes que influenciam
processos inflamatérios e apoptoticos foram benéficas em modelos
experimentais. Com base nas suas propriedades neuroprotetoras e
neuroregenerativas € de suma importancia o estudo do litio como uma
potencial estratégia terapéutica no contexto de meningite bacteriana.
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1.7 TAMOXIFENO

A meningite pneumocoécica € uma doenca grave com altas taxas
mortalidade e morbidade. As sequelas em longo prazo sdo frequentes e
incluem déficit de memodria e aprendizagem em aproximadamente 50%
dos pacientes (Edmond et al., 2010; Baudon, 2011).

Durante a meningite pneumocdcica, macréfagos residentes, astrdcitos,
células gliais e células endoteliais podem produzir citocinas,
qguimiocinas e outros mediadores pré-inflamatorios em resposta a
infeccdo (Grandgirard e Leib, 2010). Assim, a meningite bacteriana leva
a um aumento da penetracéo cerebral de neutrdfilos, ativagdo microglial
pré-inflamatoria, producdo de ERO e subsequentemente disfuncdo
mitocondrial, apoptose e necrose resultando em disfuncdo neuronal
(Barichello et al., 2016).

Os neutrofilos fazem parte da primeira linha de defesa contra
patégenos bacterianos. Para atingir 0s agentes patogénicos, 0s
neutréfilos necessitam migrar do endotélio vascular até o local da
infeccdo. As estratégias de defesa contra patdgenos incluem fagocitose,
producdo e liberagio de ERO e degranulagio de moléculas
antimicrobianas e inflamatérias. A PKC é uma proteina quinase
serina/treonina que tem sido implicada na regulagdo de uma variedade
de fungdes celulares, tais como proliferacdo, diferenciacdo e apoptose
em resposta a uma gama diversificada de estimulos, sendo necessaria
para a montagem completa de NADPH oxidase e ativacdo da exploséo
respiratoria (Bertram e Ley, 2011). A PKC desempenha um papel
importante na regulacdo da plasticidade sinaptica, da potencializacdo em
longo prazo (LTP) e da depressdo em longo prazo (LTD), podendo
assim, regular o aprendizado e a memoria (Liu et al., 2014).

Estudo de Ahn et al. sugeriram que uma resposta inflamatdria a lesao
no SNC mediada em parte pela microglia, pode ser crucial para induzir a
morte celular necrética e apoptética (Ahn et al., 2006). Esta intensa
resposta inflamatéria 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). Evidéncias em humanos e em
modelos animais sugerem que a morte celular, por apoptose e necrose,
no hipocampo contribui para o prejuizo de memdria e aprendizado
(Izquierdo e Medina, 1997; Sellner et al., 2010). O dano hipocampal
pode ser causado pela toxicidade direta de compostos bacterianos e pela
reacdo inflamatéria do hospedeiro, mediada por radicais livres,
aminoacidos excitatérios e caspases (Mook-Kanamori et al., 2011).
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Os fatores neurotréficos sdo responsaveis pelo crescimento e
sobrevivéncia dos neurénios em desenvolvimento e pela manutencgéo de
neurdnios maduros. O NGF regula a sobrevivéncia, o desenvolvimento e
o trofismo de populagdes neuronais especificas no SNP e central (Levi-
Montalcini e Angeletti, 1968; Cirulli e Alleva, 2009). O BDNF tem um
papel importante na sobrevivéncia, diferenciacdo e crescimento de
neurdnios periféricos e centrais durante o desenvolvimento e na idade
adulta. O GDNF tem um papel importante in vivo na manutencéo e
sobrevivéncia dos neurdnios adultos (Boger et al., 2006; Pascual et al.,
2008). Essas neurotrofinas, especialmente o BDNF, desempenham um
papel importante na sobrevivéncia neuronal, plasticidade sinaptica e na
formagdo da memoria, principalmente no hipocampo. O BDNF
endégeno pode ser um instrutor ativo de plasticidade sindptica na
formagdo de potencializagcdo em longo prazo (LTP) (Sohrabji e Lewis,
2006). Recentemente, foi demonstrado que em ratos adultos os niveis 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
estrogénio no tecido mamario, o tamoxifeno é um farmaco com uma
ampla gama de atividades (Mikelman et al., 2016), podendo atuar como
agonista em alguns tecidos — o tecido mamario, por exemplo — e
antagonista em outros — como os tecidos cardiaco, dsseo e endometrial
(Riggins et al., 2007; Kunath et al., 2012).

O tamoxifeno é a terapia endocrina usual (antiestrogénico) para o
cancer de mama com receptor hormonal positivo. Pesquisas
experimentais demonstraram que o tamoxifeno desempenha papéis
neuroprotetores na lesdo medular (Tian et al., 2009), hemorragia
intracerebral (Xie et al., 2011), isquemia cerebral (Osuka et al., 2001) e
leséo cerebral hipdxico-isquémica (Feng et al., 2004).

Estudos mostraram um efeito anti-inflamatdrio in vivo e in vitro do
tamoxifeno, onde esse farmaco pbde induzir uma resposta anti-
inflamatdéria em modelos experimentais de ativacdo microglial com
camundongos e cultura de células microgliais. Esta resposta pareceu ndo
ser mediada pelo receptor de estrogénio, mas possivelmente a alguma
modulagdo induzida pelo tamoxifeno nas cascatas de sinalizagdo pro-
inflamatdria (Suuronen et al., 2005; Tapia-Gonzalez et al., 2008). In
vivo, o tratamento com raloxifeno ou tamoxifeno, reduziu a inflamacéo
aguda induzida por carragenina em ratas fémeas (Misiewicz et al., 1996;
Esposito et al., 2005). Além disso, em um ensaio clinico, o tamoxifeno
mostrou diminuir a proteina C-reativa (marcador inflamatério) em 26%,
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(Cushman et al., 2001) e também diminuiu a inflamacdo renal e
diminuiu a gravidade da doenca autoimune IUpus (Wu et al., 2000).

O tamoxifeno apresenta outro mecanismo de agdo importante, que é a
inibicdo da atividade da PKC. Einat et al. (2007) demonstraram 0 seu
potencial efeito antimaniaco, onde o fA&rmaco reduziu significativamente
a hiperatividade e o comportamento de risco induzido pela anfetamina
(d-AMPH) (Einat et al., 2007). E interessante notar que o tamoxifeno é
um conhecido inibidor de PKC disponivel para humanos, o qual
demonstrou eficacia clinica e pré-clinica como anti-maniaco (Zarate e
Maniji, 2009; Cechinel-Recco et al., 2012).

Inicialmente desenvolvido para o tratamento do cancer, varios estudos
pré-clinicos tém apoiado o potencial do tamoxifeno no tratamento de
episodios 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 € controverso jA que a PKC
desempenha um papel importante na plasticidade sinaptica e, por
conseguinte no aprendizado e a memoria (Liu et al., 2014). Além disso,
a sinalizagdo de estrogénio tem um papel importante nas regides
cerebrais envolvidas na regulacdo emocional e cognitiva (Brinton et al.,
2008; Wharton et al., 2012). Uma vez que 0s pacientes com transtorno
bipolar necessitam de um tratamento farmacoldgico continuo ao longo
da vida, o possivel bloqueio de PKC e os efeitos de inibicdo de
estrogénio proporcionados pelo tamoxifeno podem levar a efeitos
colaterais negativos (Zarate e Manji, 2009; Armani et al., 2014).

Na meningite pneumocdcica experimental, os animais apresentaram
comprometimento da aprendizagem e da meméria (Barichello et al.,
2010c; Barichello et al., 2013a), e houve associa¢do entre redugdo da
expressdo de BDNF no hipocampo e comprometimento da memdria
(Barichello et al., 2010a).

Vérios estudos demonstraram que a sinalizacdo de PKC e as
neurotrofinas desempenham um papel fundamental na modulacéo entre
si. Alguns autores descreveram os varios meios pelos quais a PKC pode
levar a uma transcricdo aumentada de RNA de fatores neurotroficos, 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 avancgos nos cuidados médicos, as taxas de

mortalidade por meningite pneumocdcica continuam altas e um nimero
consideravel de sobreviventes sofre com sequelas comportamentais,
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perda de audicdo, convulsdes, déficits neurolégicos focais, prejuizo de
aprendizagem e perda de memdria. No entanto, 0s mecanismos
biolégicos que levam a esses danos nos pacientes apds meningite
bacteriana ndo séo totalmente elucidados. Por isso, estudos combinando
pardmetros comportamentais e neuroquimicos com tratamentos
adjuvantes, que visam a melhora na compreensdo dos mecanismos que
levam a extensa degeneracdo neuronal sdo, sem duvidas, de suma
importancia para a comunidade. Desta forma, os tratamentos com litio e
tamoxifeno podem, possivelmente, promover alteracdes estruturais e
funcionais no SNC, aumentando a expressdo de proteinas sinapticas,
plasticidade sinaptica e neurogénese, podendo assim diminuir os danos
causados pela meningite, sendo um possivel novo adjuvante terapéutico.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do litio e tamoxifeno sobre o0s parametros
comportamentais e as neurotrofinas BDNF, NGF e GDNF em animais
submetidos a meningite pneumocdcica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os pardmetros de memoria de habituacdo 10 dias apds a
inducdo de meningite pneumocdcica através do teste de habituacdo ao
campo aberto em ratos adultos tratados com litio ou tamoxifeno.

e Avaliar os pardmetros de memoria aversiva através do teste de esquiva
inibitéria em ratos adultos submetidos ao modelo experimental de
meningite pneumocdcica 10 dias apds inducdo e tratados com litio ou
tamoxifeno.

e Avaliar os niveis das neurotrofinas BDNF, NGF e GDNF no
hipocampo de ratos adultos submetidos ao modelo experimental de
meningite pneumocdcica 10 dias apés a inducdo e tratados com litio ou
tamoxifeno.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 LOCAIS DE REALIZAGAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia
Experimental e no Laboratério de Neurociéncias da Universidade do
Extremo Sul Catarinense, UNESC, Criciima, SC, Brasil. Todos os
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UNESC sobre o protocolo 045/2013 e 074/2015-1 (em
anexo).

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

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 4gua sempre disponiveis.

Foram excluidos do estudo os animais que apresentaram qualquer ma-
formacdo aparente; peso inferior ou superior aos mencionados
anteriormente, animais que ja tinham sido usados em experimentos
anteriores; animais que eventualmente morreram durante o experimento,
antecedendo o tempo de eutanasia dos animais.

3.3 ORGANISMO INFECTANTE

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

3.4 MODELO EXPERIMENTAL DE MENINGITE

Foram utilizados ratos Wistar machos, provenientes do biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Todos os procedimentos
cirdrgicos e inoculagdes bacterianas foram realizados sob anestesia,
composta de uma administragdo 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 pun¢do na cisterna magna com
uma agulha nimero 23 e receberdo 10 puL de LCR artificial como um
placebo ou volume equivalente de suspensdo bacteriana de S.
pneumoniae. No momento da inoculagdo, 0s animais receberam
reposicdo volémica e foram devolvidos as suas gaiolas (Irazuzta et al.,
2008; Barichello et al., 2010b). Dezoito horas ap6s a inducdo, a
meningite foi confirmada por uma cultura quantitativa de 5 uL de LCR
obtido por puncdo 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 litio (47,5 mg/Kg) (Sigma, St Louis, MO, USA) e tamoxifeno (1
mg/kg) (Salutas Pharma GmbH, Barleben, Germany), foram dissolvidos
em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) e administrado duas vezes ao dia
durante 7 dias (i.p), com inicio no terceiro dia até o décimo dia apds a
indugdo da meningite (Cechinel-Recco et al., 2012).

Dez dias ap6s a indugdo da meningite e trinta minutos apos receberem
a Ultima dose dos tratamentos os animais foram submetidos aos testes
comportamentais de habituacdo ao campo aberto e esquiva inibitéria. Os
animais foram divididos nos grupos: controle/salina; controle/litio;
controle/tamoxifeno, meningite/salina, meningite/litio e
meningite/tamoxifeno com um n de 10 animais por grupo para a
realizacdo dos testes comportamentais de habituacdo ao campo
(totalizando 60 animais), apds o teste comportamental os animais foram
mortos e a estrutura hipocampo retirada para a andlise dos niveis de
BDNF, NGF e GDNF. Novos animais foram utilizados para a realizago
do teste de esquiva inibitéria (n de 10 animais por grupo, 0s mesmos
descritos acima, totalizando 60 animais), como mostra a figura 2.
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Figura 2: Representagdo da linha do tempo para a indugdo da meningite
bacteriana, tratamento com ceftriaxona, litio e tamoxifeno, testes
comportamentais e morte dos animais.

3.6 TESTES COMPORTAMETAIS
3.6.1 Habituacéo ao campo aberto

O comportamento foi realizado no aparato de campo aberto, a fim de
avaliar as duas atividades locomotoras e exploratdrias. O aparato mede
40 x 60 centimetros de campo aberto cercado por 50 centimetros de
parede feitas de madeira com um vidro frontal (Figura 3). O piso do
campo aberto é dividido em 9 retangulos por linhas pretas. Os animais
foram cuidadosamente colocados no quadrante traseiro esquerdo e, em
seguida, deixados sozinhos para explorar a arena por cinco minutos
(sessdo treino). Imediatamente apds este procedimento, 0s animais
foram levados de volta para a sua gaiola moradia e 24 horas ap6s eles
foram submetidos a uma nova sessdo no aparato de campo aberto
(sessdo de teste). Durante 5 minutos, em ambas as sessGes, foram
observadas e documentadas todas as vezes que o animal atravessava as
linhas pretas demarcadas. A diminuicdo do nimero de cruzamentos
(crossings) foi tomado como uma medida da retengdo de memdria de
habituacéo (Vianna et al., 2000).
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Figura 3: Teste de habituagdo ao campo aberto. Figura elaborada pelo autor.
3.6.2 Esquiva inibitoria

O teste de esquiva inibitdria 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 4). Na sessdo de
treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e o tempo que
estes levaram para descer sobre as grades com as quatro patas foi
medido com um dispositivo automatico. Imediatamente ap6s tocarem
com as quatro patas na grade, os animais receberam um choque de 0,4
mA durante 2 segundos e voltaram a sua gaiola de origem. A sessdo
teste de curta duracdo foi realizada 1,5 h ap6s o treino (memdria de
curta duracéo). A sessao teste de longa duracéo 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 nédo 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 inibitéria avalia a memoria
aversiva do animal. O aparato e os procedimentos tém sido descritos em
estudos anteriormente publicados (Quevedo et al., 1997; Roesler et al.,
2003).
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Figura 4: TI'ie_ste de esquiva inibitoria. Figura elaborada pelo autor.

3.7 ANALISES DOS NiVEIS DE BDNF, NGF E GDNF

Ap0s os testes comportamentais, os animais foram mortos e 0s seus
hipocampos foram removidos para avaliar os niveis de BDNF, NGF e
GDNF. Os niveis das neurotrofinas foram medidos por ensaio
imunoenzimatico, utilizando-se kits comerciais de acordo com as
instrucdes do fabricante (NGF e BDNF de Chemicon, EUA e GDNF de
Biosensis, EUA). Resumidamente, fatias de cérebro foram
homogeneizadas em tampdo fosfato (PBS) com 1 mM de fldor
fenilmetilsulfonil (PMSF) e etileno glicol 1mM bis (2-aminoetil éter)-N,
N, N'N' &cido tetra acético (EGTA). Placas de microtitulagdo (96 pocos
de fundo plano) foram revestidas por 24 h com as amostras diluidas 1:2
em diluente de amostra. Entdo, as placas foram lavadas quatro vezes
com diluentes amostras. Anticorpo monoclonal de rato anti-BDNF,
anticorpo monoclonal de rato anti-NGF e anticorpo policlonal de rato
GDNF, foram diluido 1:1000 em diluente de amostra e foram incubadas
por 3 h em temperatura ambiente. Ap6s a lavagem, uma segunda
incubacdo com anti-rato conjugado 1:1000 do anticorpo peroxidase
diluida para 1 h em temperatura ambiente foi realizado. Apds a adicéo
de estreptavidina-enzima-substrato, e a quantidade de BDNF, NGF e
GDNF foram determinadas para absorbancia de 450 nm. A curva padréo
demonstrou uma relacdo direta entre a densidade Optica (DO) e a
concentracdo de BDNF, NGF e GDNF. A proteina total foi medida pelo
método de Lowry (1951) usando soro albumina bovina como padréo
(Lowry et al., 1951).
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3.8 ESTATISTICA

Para a avaliagdo dos niveis de neurotrofinas, os dados foram
apresentados como média * erro padrdo da média (EPM) e analisados
por analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido de teste post
hoc Tukey.

Dados da tarefa de habituacdo ao campo aberto foram relatados como
média + desvio padrdo (DP) e foram analisados por ANOVA e testes
post hoc de Tukey. Os dados para a tarefa de esquiva inibitéria sdo
relatados como mediana e intervalos interquartis, e as comparagdes
entre 0s grupos foram realizadas utilizando testes U Man-Whitney. Os
grupos interindividuais foram analisados pelos testes de Wilcoxon.

Em todas as comparagdes, p<0,05 foi considerado significativamente
estatistico. Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa
Statistical Package for the Social Science (SPSS) versao 20.0.
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4 RESULTADOS

As figuras 5 e 6 ilustram os efeitos do litio ou tamoxifeno na meméria
de ratos Wistar adultos submetidos a meningite pneumocdcica. Os
animais do grupo meningite submetidos a tarefa de habituacdo a campo
aberto ndo apresentaram diferenca entre as sessfes treino e teste,
demonstrando comprometimento da memdria (p<0,05). Por outro lado,
nos grupos controle/salina, controle/litio, controle/tamoxifeno e
meningite/litio, houve diferenca no ndmero de cruzamentos entre as
sessdes, demonstrando memdria de habituacéo (p<0,05, figura 5).

Na tarefa de esquiva inibitoria, houve diferenca entre as sessdes treino
e teste nos grupos controle/salina, controle/litio, controle/tamoxifeno e
meningite/litio, demonstrando memoria aversiva de curto e longo prazo
nestes grupos (p<0,05). Nos grupos meningite/salina e
meningite/tamoxifeno, no entanto, ndo houve diferenga entre as sessdes
de treino e teste, demonstrando comprometimento da memdria aversiva
de curto e longo prazo nestes animais (p>0,05, figura 6).

A figura 7 ilustra os efeitos do litio ou tamoxifeno sobre os niveis de
BDNF, NGF e GDNF no hipocampo de ratos Wistar adultos submetidos
a meningite pneumocdcica. Os niveis de BDNF diminuiram no
hipocampo dos grupos meningite/salina e meningite/tamoxifeno quando
comparados com o grupo controle/salina (p<0,05). No entanto, o litio
como tratamento adjuvante restabeleceu os niveis de BDNF no grupo
meningite/litio (figura 7A). Os niveis de NGF diminuiram apenas no
grupo meningite/tamoxifeno (p<0,05, figura 7B). Os niveis de GDNF
diminuiram no hipocampo dos grupos meningite/salina e
meningite/tamoxifeno quando comparados com o grupo controle/salina
(p<0,05). O litio como tratamento adjuvante, no entanto, restabeleceu os
niveis de GDNF no grupo meningite/litio (figura 7C).
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Figura 5: Efeitos do litio e do tamoxifeno no teste de habituacéo ao campo
aberto em ratos Wistar adultos 10 dias apds a inducdo da meningite
pneumocécica. Os nimeros de cruzamentos e levantamentos séo 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 sessdo 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 litio e do tamoxifeno no teste comportamental de esquiva
inibitéria em ratos Wistar adultos 10 dias apdés inducdo de meningite
pneumocdcica. Os dados sdo relatados como mediana e intervalos interquartis, e
as comparacGes entre os grupos foram realizadas utilizando testes U Mann-
Whitney. Os grupos interindividuais foram analisados pelos testes de Wilcoxon.
*p<0,05 indicam diferencas entre sessdes de treino e de teste, conforme
determinado por Wilcoxon; *p<0,05 indicam significancia estatistica em
comparagdo com o grupo controle/salina como descrito por Man-Whitney e
#p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagdo com o grupo
meningite/salina como determinado por Man-Whitney.
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Figura 7: Efeitos do litio e do tamoxifeno na expressdéo de BDNF, NGF e
GDNF no hipocampo de ratos Wistar 10 dias ap6s a inducdo da meningite
pneumocécica. Os niveis 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 sdo 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 simbolos *p<0,05 indicam significancia estatistica em comparagdo com o
grupo controle/salina; “p<0,05 indicam significncia estatistica quando
comparados com o0 grupo meningite/salina.
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5 DISCUSSAO

A meningite é uma infeccdo frequente e grave do SNC que afeta a pia-
mater, a aracnoide e o0 espaco subaracnoideo (Van De Beek et al., 2004).
O uso de vacinas conjugadas modificou a epidemiologia da meningite
(Shin e Kim, 2012). No entanto, a meningite pneumocécica continua
uma causa importante de mortalidade e morbidade em todo o mundo e o
incompleto conhecimento da sua patogénese, associado a emergéncia de
bactérias resistentes aos antimicrobianos e a auséncia 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, convulsGes, deficiéncia visual e
hidrocefalia, ¢ de aproximadamente 16,2 a 35,5 % (Edmond et al.,
2010). Os modelos animais experimentais demonstraram que o resultado
da meningite bacteriana esta relacionado com a gravidade da inflamagéo
e que este resultado pode ser melhorado modulando a inflamagéo
(Mook-Kanamori et al., 2011). No entanto, novas terapias adjuvantes
sdo necessarias para melhorar o prognéstico da meningite bacteriana.

No presente estudo investigamos os efeitos do tratamento adjuvante
com litio e tamofixeno sobre as alteragdes comportamentais e a niveis
de BDNF, NGF e GDNF na meningite bacteriana.

Verificou-se aqui que animais submetidos a meningite por S.
pneumoniae apresentaram dano de meméria de habituacdo e de memdria
aversiva e diminuicdo dos niveis de BDNF e GDNF no hipocampo 10
dias ap6s inoculacdo bacteriana, demonstrando assim uma possivel
correlagdo entre dano cognitivo e baixos niveis de neurotrofinas. Esses
dados corroboram com os resultados encontrados por Barichello et al,
em 2010, onde demonstraram que 0s animais sobreviventes a meningite
pneumocdcica tiveram prejuizo de memdria e aprendizagem (Barichello
et al., 2010c), bem como a diminuicdo dos niveis de neurotrofinas
(Barichello et al., 2010a; Barichello et al., 2014).

Em um estudo anterior de Barichello et al, observou-se que animais
submetidos & meningite apresentaram prejuizo de meméria aversiva de
curto e longo prazo, prejuizo na meméria de habituacdo e diminuicéo
dos niveis de BDNF e GDNF no hipocampo 10 dias apés a indugéo,
danos estes que foram prevenidos nos animais que receberam tratamento
adjuvante com butirato de sodio (Barichello et al., 2014).

O litio é uma antiga droga que vem sendo estudada como um agente
neuroprotetor em uma variedade de doencas neuroldgicas, degenerativas
e infeccOes cerebrais (Kaplanski et al., 2014; Leeds et al., 2014b; Liechti
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et al., 2014) e tem sido utilizado no tratamento da depressdo maniaca ha
mais de 100 anos (Leeds et al., 2014b).

No presente estudo o tratamento adjuvante com litio foi capaz de
prevenir dano de memédria de habituacdo e meméria aversiva de curto e
longo prazo. Entretanto, os animais que receberam tratamento com
tamoxifeno apresentaram comprometimento de ambas as memérias. Em
2014, Liechti et al, demonstram que ratos sobreviventes a meningite
pneumocécica e que foram tratados com litio apresentaram um
desempenho de aprendizagem significativamente melhor durante o teste
de labirinto aquéatico de Morris em comparagdo ao grupo meningite que
recebeu solucdo salina (Liechti et al., 2014). O tratamento com litio
também melhorou a aprendizagem espacial e a capacidade de memoria
no labirinto aquatico de Morris em ratos ap6s isquemia cerebral global
transitoria (Bian et al., 2007). Fan et al (2015) demonstraram em um
modelo de isquemia-reperfusdo que a administracdo de pré-litio
(prevencao) e litio (tratamento) melhorou significativamente os déficits
cognitivos, diminuindo a laténcia e aumentando a porcentagem de
tempo que os ratos passaram no quadrante alvo no teste de labirinto
aquatico de Morris, confirmando prevencdo da memdria. Este teste é
amplamente utilizado como uma medida para o prejuizo cognitivo
relacionado com o hipocampo (Fan et al., 2015).

Concordando com os presentes achados, um estudo anterior
demonstrou que administracbes repetidas de tamoxifeno em
camundongos machos induziram déficits na aquisicdo ou retencdo de
respostas em um procedimento de aprendizagem chamado auto-
moldagem, teste experimental usado para estudar o condicionamento
classico (Walker et al., 2011). Curiosamente, um estudo clinico mostrou
gue o tratamento prolongado com tamoxifeno em mulheres pos-
menopausicas com cancer de mama prejudicou dominios cognitivos que
dependem de habilidades verbais (memoria verbal e fluéncia) (Boele et
al., 2015). De fato, ha& um conjunto de evidéncias mostrando que 0s
pacientes que recebem tratamento com tamoxifeno tém deficiéncias de
meméria verbal (Schilder et al., 2009), funcdo executiva (Schilder et al.,
2010), habilidade visual espacial e velocidade de processamento
(Palmer et al., 2008), quando comparados aos controles saudaveis.

O tamoxifeno é um antagonista competitivo de receptor de estrogénio.
Evidéncias indicam que o estrogénio tem a capacidade de regular vérias
fungdes neuronais, incluindo o aprendizado e a memaria (Mcewen et al.,
2012). Esta capacidade ¢ atribuida as func@es do receptor de estrogénio
a (ERa) associado & membrana e do receptor de estrogénio B (ERP),
bem como o receptor sensivel ao estrogénio acoplado a proteina G
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(GPER1) (Liu et al., 2008; Walf et al., 2008). Hammond et al (2009)
demonstraram que GPERL1, através da ativacdo do agonista do
estrogénio, tem um efeito benéfico na funcdo cognitiva e que os
antagonistas dos receptores de estrogénio tém efeitos deletérios nas
fungbes cognitivas (Hammond et al., 2009). De fato, foram
demonstradas deficiéncias nas tarefas de trabalho e memoria espacial
em ratas ovariectomizadas. O tratamento agudo com estrogénios
reverteu os déficits cognitivos induzidos pela ovariectomia (Gibbs e
Johnson, 2008). Por conseguinte, os autores sugerem que o tamoxifeno
prejudica a memdria através da inibicao do receptor estrogénico.

E importante notar que, no presente estudo, o tamoxifeno diminuiu os
niveis de BDNF, NGF e GDNF no hipocampo quando comparado com
0S grupos meningite e meningite tratados com litio. Conforme descrito
anteriormente, a PKC desempenha um papel crucial na regulacéo da
plasticidade sinaptica e de vérias formas de aprendizagem e memdria
(Chu et al., 2014; Sun e Alkon, 2014) e que a sinalizagdo de PKC e de
neurotrofinas podem desempenhar um papel fundamental na modulagéo
entre si. Esta sinalizagdo de fator neurotréfico tem um papel importante
nas funcdes de neuroprotecdo e reparacdo de neurdnios colinérgicos em
regides especificas do cérebro relacionadas com a formacgéo de memoria
(Williams et al., 2006).

Alguns autores descreveram os varios meios pelos quais a PKC pode
levar a uma transcricdo aumentada de RNA de fatores neurotroficos, 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 fungdes no
SNC como, neurogénese, diferenciacdo e sobrevivéncia neuronal e estdo
envolvidas em vias moleculares que sdo relevantes para a cognicéo,
aprendizagem e processos de meméria (Allen et al., 2013; Martinez-
Levy e Cruz-Fuentes, 2014). Em estudo de Li et al (2007) verificou-se
gue o BDNF e seu receptor TrkB diminuiram concomitantemente no
cérebro durante meningite experimental por S. pneumoniae (Li et al.,
2007). Resultado este que estd de acordo com o encontrado nesse
estudo. Além disso, a administracdo de BDNF exdgeno aumentou a
populacdo neuronal tanto no cértex cerebral como no hipocampo de
ratos submetidos a meningite pneumococica através da sintese de BDNF
e da ativagdo do receptor TrkB contribuindo para a melhoria da
neurogénese apds a meningite (Li et al., 2007). A manutencdo da
expressdo do BDNF no cérebro durante a meningite pneumocoécica
pode, por conseguinte, ser um mecanismo que impeca 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 reducdo de danos cerebrais e na prevencdo da
aprendizagem e do comprometimento da memoria em um modelo de
isquemia experimental em ratos neonatos (Katsuragi et al., 2011).
Portanto, pode-se sugerir que 0 comprometimento da memoria induzido
por tamoxifeno também pode estar associado a niveis diminuidos de
neurotrofinas no hipocampo de ratos.

Por outro lado, o litio restabeleceu os niveis de BDNF e GDNF no
hipocampo dos animais submetidos a meningite pneumocécica. Isso
pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo fato de que o litio tem
uma acdo direta na expressdo do BDNF, aumentando seus niveis e
protegendo o cérebro contra danos cognitivos. Ha também um conjunto
de dados que mostram que o litio aumenta os niveis 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, esta
bem descrito que litio ativou seletivamente o receptor do promotor IV
do BDNF de neurdnios primarios e aumentou os niveis de BDNF em
hipocampo de ratos (Frey et al., 2006b; Yasuda et al., 2009).

Em estudo experimental de isquemia-reperfusdo o tratamento com
litio diminuiu a apoptose e aumentou a expressao de BDNF e pCREB
no hipocampo dos animais, desempenhando um papel neuroprotetor
(Yan et al., 2007). Vérios estudos demonstraram que os efeitos de litio
podem ser, em parte, através da modulacdo de fatores neurotroficos
(Rybakowski, 2014). Em outro estudo, com modelo experimental de
isquemia-reperfusdo investigou-se os efeitos do litio sobre a expressao
da proteina BDNF, CREB e pCREB e o0 tratamento aumentou
significativamente a expressdo de BDNF em comparagdo com 0 grupo
controle (Fan et al., 2015). Em 2012, Cechinel-Recco et al demostraram
gue a d-AMPH diminuiu os niveis de NGF e BDNF no cérebro de ratos
e o tratamento com litio e tamoxifeno aumentaram os niveis destas
neurotrofinas, protegendo assim, o cérebro contra esta deficiéncia
induzida por d-AMPH (Cechinel-Recco et al., 2012).
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6 CONCLUSAO

Apesar dos importantes avancos no tratamento, a meningite
pneumocdcica é uma das mais importantes doencas infecciosas do SNC,
com altas taxas de mortalidade e morbidade. Sdo necessarias novas
estratégias experimentais para reduzir o comprometimento cognitivo em
sobreviventes ap6s meningite.

Esses resultados demonstraram os efeitos do litio e tamoxifeno na
meningite pneumocécica, onde o litio apresentou um efeito
neuroprotetor com o aumento dos niveis de neurotrofinas e prevengéo
de dano cognitivo. Entretanto, o tamoxifeno piorou o prognéstico dos
animais que receberam o tratamento. Por conseguinte, pode sugerir-se
gue os tratamentos em longo prazo com tamoxifeno podem levar a uma
deterioragdo cognitiva significativa reduzindo os niveis de fatores
neurotrdficos no cérebro de ratos.

Uma compreensdo mais detalhada da meningite bacteriana ocasionada
pelo S. pneumoniae, da inducdo da resposta inflamatéria do hospedeiro
e de seus efeitos é sem duvida desejavel e indispensavel. Entretanto
deve-se reconhecer que grande parte da cascata de eventos estd sendo
elucidada. Portanto, esforgos para compreender e apoiar a capacidade
reparadora do hospedeiro, uma area que até agora tem recebido pouca
atencdo, pode ser tdo importante quanto desvendar 0s mecanismos que
levam a danos.
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Resolugio

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

Protocolo: 045/2013

Professor Responsdvel: Tatiana Barichello.
Equipe: Ana Paula Moreira, Caroline Silva da Costa, Cleonice Michelon, Jaqueline da Silva
Generoso, Lutiana Roque Simdes, Renan Anténio Ceretta e Samuel Galvéo Elias.

Titulo: “Avaliagéo dos efeitos do litio e tamoxifeno sobre a cascata da plasticidade celular
em ratos submetidos a meningite pneumococica.”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos. Toda e qualquer
alteragao do Projeto deverd ser comunicado a CEUA. Foi autorizada a utilizagdo no total de
240 Ratos Wistar 60 250 — 300 g. Os membros da CEUA néo participaram do processo de
avaliagdo 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/Cédmara Propex, in accordance with federal law number 11.794, has analyzed the
Jfollowing Project:

Protocol number: 045/2013
Principal Investigator: Tatiana Barichello.

Researchers: Ana Paula Moreira, Caroline Silva da Costa, Cleonice Michelon, Jaqueline da
Silva Generoso, Lutiana Roque Simdes, Renan Anténio Ceretta e Samuel Galvao Elias.

Project title: “Assessment of the effects of lithium and tamoxifen on the cascade of cellular
plasticity in rats submitted to 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 wwiv.unesc.net/propex/ceua or
by e-mail: cena@unesc.net.

Cricitimga, 28 de maio de 2013.
\jo.ﬁud#bwck
Patricia Fernanda Schuck

Coordenadora da CEUA
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Universidade do Extremo Sul Catarinense
Comissao de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacdo dos efeitos do litio sobre
parametros neuroquimicos e comportamentais em ratos Wistar adultos submetidos
a meningite pneumococica*“ Protocolo n° 074/2015-1 sob a responsabilidade de
Josiane Budni e equipe: Tatiana Barichello, Ana Paula Moreira, Jaqueline da Silva
Generoso, Lutiana Roque Simées, Renan Anténio Ceretta, Cassia Pereira Rafael,
Cristiano Julio Faller, Rodrigo Ferreira Valim, Jessica de Assis Goulart, Paulo Eduardo
Aveline, Michael Hikaro Tashiro, Gustavo Sangiogo da Silva, Allan Minatto Collodel, que
envolve a produgcdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no. | 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto no. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da UNESC — Universidade do
Extremo Sul Catarinense, em reuniao de: 15/06/2015.

Vigéncia do Projeto | 03/08/2015 a 30/05/2017

Espécie/linhagem Rattus norvegicus albinus Wistar

N°. De animais 589

Peso/ldade 250g a 300g / 60 dias

Sexo M

Origem Biotério da Universidade do Extremo

Sul Catarinense — UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution
number 02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has
analyzed the following Project:

Protocol number: 074/2015-1

Principal Investigator: Josiane Budni

Researchers: Tatiana Barichello, Ana Paula Moreira, Jaqueline da Silva Generoso,
Lutiana Roque Simées, Renan Anténio Ceretta, Cassia Pereira Rafael, Cristiano Julio
Faller, Rodrigo Ferreira Valim, Jessica de Assis Goulart, Paulo Eduardo Aveline, Michael
Hikaro Tashiro, Gustavo Sangiogo da Silva, Allan Minatto Collodel

Project title: Evaluation of the effects of Lithium on neurochemical and behavioral
parameters in adult Wistar rats submitted to pneumococcal meningitis

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

AL Criciuma, 16 de junho de 2015.
JAIH(‘S %&7

SE ZOCCHE
Coordenador da CEUA



