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Resumo

A meningite ocasionada por Klebsiella pneumoniae tornou-se
recentemente uma causa cada vez mais comum de infeccdo no sistema
nervoso central, sendo esta caracterizada por uma intensa reacao
inflamatoria. As doencas neurodegenerativas compartilham mecanismos
comuns diretamente associados a agregacao patoldgica de proteinas,
como depositos de fibras de amiloide em regides vulneraveis do SNC,
causando morte neuronal. O peptideo B—amildide induz a geracdo de
EROs, prejudicando os sistemas antioxidantes celulares e é capaz de
desencadear a ativacdo RAGE, o qual medeia uma série de eventos,
incluindo a inflamacédo e dano oxidativo. A interacdo do receptor RAGE
com seu ligante (B-amildide, por exemplo) é capaz de estimular
maltiplas vias de sinalizacdo intracelular, incluindo a ativacido e a
translocacdo para o nlcleo do fator de transcricio NF-kB, que leva a
producdo de citocinas, quimiocinas, moléculas pro-inflamatdrias,
moléculas de adesdo e estresse oxidativo, causando inflamacdo. Este
estudo traz a hipotese de que durante a meningite bacteriana ocorre a
ativacdo do eixo B-amiléide-RAGE, causando assim, dano cognitivo a
longo prazo e que o uso do inibidor de RAGE pode prevenir o dano
cognitivo a longo prazo. Apés a inducdo da meningite, os animais foram
divididos em grupo sham e meningite, e foram eutanasiados em 1, 3 e
10 dias para avaliar o peptideo B-amil6ide, a expressdao de RAGE e 0s
niveis de HMGB-1 nas estruturas cerebrais. Os animais pertencentes ao
grupo 10 dias, receberam antibioticoterapia, foram divididos em 3
grupos experimentais, sham, meningite e meningite+Ac-RAGE, e foram
submetidos aos testes comportamentais. Em 1 dia apds a inducdo, ndo
foi encontrado diferenca na expressao de B-amildide, RAGE e niveis de
HMGBL. Em 3 dias, foi observado um aumento na expressao de RAGE
no hipocampo e cortex pré-frontal no grupo meningite. Em 10 dias, foi
observado que a expressdo de B-amiléide, RAGE e niveis de HMGB1
estavam aumentados em todas as estruturas do grupo meningite em
comparagdo ao grupo sham, e que nos animais que receberam o
tratamento com Ac-RAGE, esses estavam diminuidos ao comparar com
0 grupo meningite. Nos testes comportamentais os animais do grupo
meningite demonstraram dano a memodria de habituacdo e
reconhecimento, estretanto, 0s animais pertencentes ao grupo que
recebeu tratamento com Ac-RAGE, ndo apresentaram danos a essas
memorias. Neste estudo, demonstrou-se que a infeccdo por K.






pneumoniae desencadeia a ativacdo do eixo B-amildide-RAGE,
aumentando os niveis de B-amiléide, RAGE e HMGBI, causando
assim, dano cognitivo a longo prazo. Contudo, mais estudos precisam
ser realizados para elucidar melhor cada fase dessa ativacdo e
compreender melhor o papel da via B-amilode-RAGE em doencas
infeciosas, bem como o papel das doengas infecciosas nas doencas
neurodegenerativas.

Palavras-chave: Meningite, Klebsiella pneumoniae; doenga de
Alzheimer, B—amil6ide; RAGE; HMGB-1.






Abstract

Meningitis by Klebsiella pneumoniae has recently become an
increasingly common cause of infection in the central nervous system,
characterized by an intense inflammatory reaction. Neurodegenerative
diseases share common mechanisms directly associated with
pathological aggregation of proteins, such as deposits of amyloid fibers
in wvulnerable regions of the CNS, causing neuronal death. The
B—amyloid peptide induces the generation of ROS, damaging cellular
antioxidant systems and is capable of triggering RAGE activation,
which mediates a number of events, including inflammation and
oxidative damage. The interaction of the RAGE receptor with its -
amyloid ligand, for example, is capable of stimulating multiple
pathways of intracellular signaling, including activation and
translocation to the nucleus of the NF-xB transcription factor, which
leads to the production of cytokines , Chemokines, proinflammatory
molecules, adhesion molecules and oxidative stress, causing
inflammation. This study hypothesizes that activation of the -amyloid-
RAGE axis occurs during bacterial meningitis, thus causing long-term
cognitive impairment and that the use of the RAGE inhibitor may
prevent long-term cognitive impairment. After induction of meningitis,
the animals were divided into sham and meningitis groups, and
euthanized at 1, 3 and 10 days to evaluate f-amyloid peptide, RAGE
expression and HMGB-1 levels in brain structures. The animals
belonging to the 10 day group received antibiotic therapy, divided into 3
experimental groups, sham, meningitis and meningitis + Ac-RAGE, and
were submitted to behavioral tests. At 1 day post-induction, no
difference was found in B-amyloid expression, RAGE and HMGB1
levels. At 3 days, an increase in RAGE expression was observed in the
hippocampus and prefrontal cortex in the meningitis group. At 10 days,
B-amyloid, RAGE and HMGBL1 levels were found to be elevated in all
meningitis structures compared to the sham group, and that in animals
receiving Ac-RAGE treatment, these were decreased When comparing
with the meningitis group. In the behavioral tests, the animals of the
meningitis group showed damage to the memory of habituation and
recognition, however, the animals belonging to the group that received
treatment with Ac-RAGE did not present damage to these memories. In
this study, K. pneumoniae infection was shown to trigger activation of
the B-amyloid-RAGE axis, increasing p-amyloid, RAGE and HMGB1
levels, thus causing long-term cognitive impairment. However, more






studies need to be done to better elucidate each phase of this activation
and to better understand the role of the B-amyloid-RAGE pathway in
infectious diseases, as well as the role of infectious diseases in
neurodegenerative diseases.

Key words: Meningitis, Klebsiella pneumoniae; Alzheimer's disease,
B—amyloid; RAGE; HMGB-1.
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1 INTRODUCAO

11 MENINGITE

A meningite bacteriana é uma infeccdo grave que acomete o
sistema nervoso central (SNC), caracterizada por uma inflamacéo das
meninges afetando a pia-mater, aracnoide e o espaco subaracnéide (Van
De Beek et al., 2006), desencadeando danos neuroldgicos, tais como
transtornos convulsivos, perda de audicdo, déficits sensério-motores e
prejuizo de memodria e aprendizagem (Koedel et al., 2002; Bellac et al.,
2010).

Essa infeccdo é causada pelo agente infeccioso e, em parte, pela
resposta inflamat6ria do hospedeiro (Roos et al., 2010) resultando no
dano cerebral do hospedeiro (Bifrare et al.,, 2003). Essa resposta
inflamatoria desempenha um papel primordial na patogénese das lesdes
cerebrais associadas a diferentes etiologias da meningite (Van Furth et
al., 1996; Tauber et al., 1999).

Estudos apontam que aproximadamente 1,2 milhGes de casos de
meningite e 135.000 mortes ocorrem anualmente em todo o mundo
(Brandt, 2010; Thigpen et al., 2011). A mortalidade por meningite
pneumocdcica pode variar entre 15% em paises industrializados e até
40% em paises em desenvolvimento (Molyneux et al., 2002; Brandt,
2010; Fritz et al.,, 2012). Aproximadamente 50% dos sobreviventes
apresentam graves disturbios neuroldgicos e neuropsicologicos, sendo
evidenciada associagdo com doengas psiquidtricas (Abrahao et al.,
2005). Na década de 1990, o Brasil possuia uma média de 28.000 casos
de meningite, de diferentes etiologias (Epidemiologia, 2005).

Vérios estudos epidemiolégicos revelaram que a Kilebsiella
pneumoniae é o patdgeno mais comumente implicado em infec¢des
adquiridas na comunidade, especialmente em Tailandia, ocasionando a
meningite bacteriana em adultos (Ko et al., 2002). Grande parte deste
aumento no nimero de casos é relacionada com a frequéncia de
procedimentos neurocirdrgicos, e o grande nimero de pacientes com
lesdo na cabega devido a acidentes de motocicletas (Lu, Chang, Lin, et
al., 2002), porém, doencas crdnicas como diabetes e cirrose hepatica
predispdem a meningite (Lu, Chang e Chang, 2002).

Nos paises ocidentais, a epidemiologia é diferente, a infec¢cdo
por K. pneumoniae adquirida na comunidade é rara, entretanto, é
predominantemente alta quando adquirida em hospitais, especialmente
em casos de pos-neurocirurgias. A K. pneumoniae  tornou-se
recentemente a causa mais comum de meningite aguda (Lu, Chang e
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Chang, 2002) sendo responsavel por 14-61% da meningite nosocomial
(Barichello et al., 2010), sendo particularmente devastadora entre
pacientes imunocomprometidos (Sahly et al., 1997).

A K. pneumoniae, uma bactéria Gram-negativas, é o patdgeno
mais comumente encontrado em infec¢fes adquiridas (Ko et al., 2002),
sendo a causa mais comum de meningite, principalmente em pacientes
com traumatismo craniano, intervengdes neurocirurgicas, e as defesas
do hospedeiro prejudicada (Lu et al., 1999; Lu, Chang e Chang, 2002).
Pacientes com meningite ocasionada por K. pneumoniae apresentam alta
taxa de mortalidade 30 a 40% e sequelas neuroldgicas frequentes (Tang
etal., 1999).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA MENINGITE BACTERIANA

O SNC difere-se, na resposta inflamatéria, em relacdo a outros
o6rgdos. A infiltracdo celular no cérebro em resposta a inflamagdo, a
infeccdo e ao dano pode ser lenta e fraca, mas, muitas vezes, essa
resposta pode ser induzida de forma vertiginosa. Esta mesma inclui a
ativacdo da microglia, liberacdo de proteinas de fase aguda,
complemento e citocinas (Allan et al., 2001). A proliferacdo de bactérias
no interior do espago subaracndide estimula a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas (Janeway, 2007). O fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o), a Interleucina 13 (IL-18), a Interleucina 6 (IL-6)
(Meli et al., 2006; Van De Beek, 2009) e a citocina quimiotatica
indutora de neutrofilos (CINC-1) (Baraff et al., 1993) tém mostrado
contribuir para o aumento do dano cerebral da meningite bacteriana
(Waage et al., 1989; Leib et al., 2000; Leppert et al., 2000).

O fator predisponente para o desenvolvimento da meningite
bacteriana é a adesdo e colonizacdo da nasofaringe por um
microrganismo (Koedel et al., 2002). O microorganismo coloniza a
mucosa da superficie do trato respiratorio superior, sendo a colonizacéo
desse sitio aparentemente assintomatica (Ostergaard et al., 2010). Apds
a colonizacdo da cavidade nasal, este patdgeno atravessa a BHE,
atravessando-a, sem evidéncia de dano ou detec¢do do microrganismo
entre as células (Nelson et al., 2007; Kim, 2008).

Uma vez alcancado o SNC, a bactéria multiplica-se rapidamente,
disseminando-se sobre toda a superficie do cérebro, o que leva a uma
rapida lise bacteriana com liberacdo de substancias indutoras de
inflamagdo como peptideoglicano e fragmentos da parede celular que
sdo altamente imunogénicos e podem conduzir a um aumento da
resposta inflamatéria do hospedeiro (Koedel et al., 2010; Sellner et al.,
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2010), desencadeando uma grande liberacdo de moléculas pro-
inflamatdrias. Estes, por sua vez, aumentam a permeabilidade da
barreira hematoencefalica (BHE) e atraem leucécitos para o SNC
(pleocitose)..

O reconhecimento do patdgeno ocorre por meio das interagdes de
seus produtos com receptores de reconhecimento padrdo (PRR), sobre
0S quais numerosas citocinas e quimiocinas sdo liberados a partir de
células da imunidade inata para realizar a¢gbes imunoldgicas que visam a
protecdo (Koedel et al., 2002).0 padrdo de mediadores inflamatérios
presentes no liquido cefalorraquidiano (LCR) em resposta ao ataque
imunoldgico determina a gravidade da doenca e suas sequelas (Azuma
etal., 1997; Brandt et al., 2006).

Os danos causados pela meningite afetam mdltiplas areas do
cérebro com uma distribuicdo heterogénea afetando-as em diferentes
tempos (Kim et al., 1995) gerando uma resposta imune exacerbada
lesionando o tecido neuronal e causando prejuizos neuropsicoldgicos e
cognitivos, atraves de uma reagdo apoptdtica (Leib et al., 1996; Koedel
etal., 1999; Nau et al., 1999; Irazuzta et al., 2005; Chen et al., 2009).

As doengas neurodegenerativas compartilham mecanismos
comuns diretamente associados & agregacdo patoldgica de proteinas,
como depdsitos de fibras de amiloide em regides vulneraveis do SNC
(Tillement et al., 2010). Na Doenca de Alzheimer, as proteinas tau
fosforiladas anormalmente formam os emaranhados neurofibrilares e o
peptideo B-amiléide acumula-se no meio extracelular e forma placas
amiloides, causando morte neuronal (Haapasalo et al., 2010).

A deposicdo excessiva de B-amildide no tecido cerebral ativa o
fator nuclear kappa B (NF-xB) e induz a secrecdo de oOxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) e a ciclooxigenase 2 (COX-2) pela microglia
(Kang et al., 2001; Martin-Moreno et al., 2011). O peptideo [ -amiléide
também é capaz de desencadear a ativagao do receptor para produtos de
glicacdo avangada (RAGE), o qual medeia uma série de eventos,
incluindo a inflamacéo e dano oxidativo (Fang et al., 2010; Carrano et
al., 2011).

O RAGE é uma proteina transmembrana que reconhece
moléculas tridimensionais, promovendo interacdo com diversos ligantes
(Deane et al., 2012). Adicionalmente, 0 RAGE representa um fator
importante na imunidade inata contra agentes patogénicos, mas também
interage com ligantes enddgenos, resultando na inflamacdo cronica
(Fang et al., 2010; Zong et al., 2010). Além de produtos da glicago
avancada (AGEs), o RAGE tem outros ligantes importantes, tais como
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proteina do grupo 1 de alta mobilidade (HMGB1), subunidade (] da
proteina ligante de calcio S100 (S100p), peptideos B-amildide, entre
outros (Takuma et al., 2009; Carrano et al., 2011).

A interacdo do receptor RAGE com seu ligante (B-amil6ide, por
exemplo) é capaz de estimular multiplas vias de sinalizacdo intracelular,
incluindo a ativacdo e a translocacdo para o nlcleo do fator de
transcricdo NF-xB, que leva a producdo de citocinas, quimiocinas,
moléculas pro-inflamatdrias, moléculas de adesdo e estresse oxidativo,
causando inflamacao (Fang et al., 2010; Deane et al., 2012). Além disso,
verificou-se sua relacdo com uma variedade de lesbes no SNC, como
disfungdo neuronal, amplificagdo da neuroinflamacdo e aumento do
influxo de B-amil6ide pela BHE (Takuma et al., 2009; Fang et al., 2010;
Carrano et al., 2011; Deane et al., 2012).

A ativacdo de RAGE por seu ligante, através da ativacdo dos
receptores acoplados a proteina G, é capaz de gerar um feedback
positivo entre RAGE e NF-xB, gerando um sucessao ininterrupta entre
estresse oxidativo e inflamagdo, que cursaria com aumento de -
amiléide e consequente ativacdo de NF-xB, e entdo, aumento da
expressdao de RAGE (Metz et al., 2012). A interacdo dos diversos
ligantes com o RAGE déa-se em seu dominio extracelular V mediante a
oligomerizacdo do receptor (Xie et al., 2008) Por sua vez, 0 RAGE
aumentado interage com seus ligantes, induzindo a geragao de espécies
reativas ao oxigénio (ERO) e ativa NF-xB novamente (Carrano et al.,
2011; Metz et al., 2012; Zhang et al., 2013) (Figura 1). Isso da-se ao fato
de que, ao se ligarem ao RAGE, os AGE promovem a producdo de
EROs na via nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
oxidada, fosforilagdo, quinases reguladas por sinal extracelular (ERK),
JUN N-terminal Kinase (JNK), p38, p48 (via da proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK)) com consequente ativacdo do NF-L'B
(Tanaka et al., 2000) Adicionalmente, a ativacdo de RAGE pode ser
feita por HMGB1, que est4d aumentado nos fluidos extracelulares em
doencas inflamatorias, bem como por S100B, uma proteina relevante na
disfungdo do SNC (Sims et al., 2010).

Dados da literatura indicam que uma diminuicdo na atividade de
o-secretase e um aumento na atividade de B e y-secretase podem induzir
a deposicdo cerebral de B-amildide (Gonzalez-Burgos et al., 2011;
Waites et al., 2011). Outro fator importante é que a toxicidade de j-
amiléide parece ser dependente do estado metabdlico do organismo,
visto que ocorre uma disfuncdo mitocondrial em doencas infecciosas
(Wuwongse et al., 2013).
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Figura 1: Fisiopatologia da meningite bacteriana. Ativacdo do RAGE receptor
através de padrbes moleculares associados ao dano (DAMP) e padrdes
moleculares associados aos patdgenos (PAMPS) e a producdo de B-amildide na
fisiopatologia da meningite bacteriana.

Estratégias terapéuticas recentes sugerem que RAGE é um
importante alvo para o tratamento de doengas inflamatdrias, visto que a
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inflamacdo aumenta a sintese de B-amildide e regula positivamente
RAGE, e a ativacdo dessa via induz disfuncdo cognitiva a longo prazo
por apoptose neuronal. Além disso, a toxicidade de B-amildide induz
ainda mais disfuncdo mitocondrial nesse processo (Gong et al., 2010;
Han et al., 2011).

1.3 SISTEMA NERVOSO CENTRAL E A BARREIRA
HEMATOENCEFALICA

O SNC tem caracteristicas anatdbmicas e imunologicas que
desempenham um papel importante na patogénese e na detec¢do da
infeccdo (Agyeman, 2014). InfeccBes por patdgenos no SNC tornam-se
potencialmente fatal e com altas taxas de mortalidade, particularmente a
meningite bacteriana (Sellner et al., 2010).

A BHE é afetada por doencas neuroldgicas, e por sua vez,
modula o processo da doenca (Weiss et al., 2009; Pan et al., 2011). O
SNC é protegido contra a invasdo bacteriana pelo cranio 6sseo, pelas
leptomeninges e pela BHE; esta é formada por células endoteliais
microvasculares, astrdcitos e pericitos, que desempenham um papel no
controle da troca de substancias para dentro e fora do cérebro,
protegendo 0 mesmo contra toxinas e patégenos (Kim, 2008; Sellner et
al., 2010).

Juntamente com a BHE, existe a barreira hemato liquorica, que
inibe a livre difusdo de moléculas do sangue para 0 SNC (Engelhardt,
2006; Sellner et al., 2010). Essa mesma consiste em uma alta densidade
de capilares, separada do espaco subaracndide pela pia mater e células
ependimarias coroides (Engelhardt, 2006).

O aumento da BHE permite que circulem pelo SNC substancias
toxicas para o parénquima cerebral, com infiltracdo de leucdcitos e
ativacdo da microglia, promovendo uma resposta inflamatéria (Cardoso
et al., 2010). Existem muitos mecanismos envolvidos nesse rompimento
da BHE, incluindo dano as jun¢des apertadas, degradagdo da lamina de
matriz, alteragBes na pinocitose, entre outras, podendo ter como
consequéncia, o fornecimento inadequado de nutrientes (Seo et al.,
2012; Erickson et al., 2013)

A ruptura da BHE inclui (1) o extravasamento de substancias
circundantes no SNC, podendo essas serem neurotéxicas; (2) disfuncéo
do transportador p, que tem como consequéncia o fornecimento
inadequado de nutrientes, 0 acimulo de substancias toxicas e 0 aumento
da entrada de compostos que sdo, normalmente, excluidos; e (Abbott,
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2002); e a expressdo e excrecdo de proteinas alteradas por células
endoteliais, que podem resultar em ativacdo inflamatdria, estresse
oxidativo e danos neuronais (Armulik et al., 2010; Erickson e Banks,
2013).

Estudos em torno do envolvimento do -amildide na ruptura da
BHE tém sido realizados a cerca de 30 anos, e alguns autores tem
mostrado que os fatores de ruptura da BHE, citados acima, estdo
presentes na doencga de Alzheimer, sugerindo assim sua ruptura durante
a doenca (Ghersi-Egea et al., 1996). Outro ponto a ser justificado para
correlacionar a ruptura da BHE e a doenca de Alzheimer é o fato de que
a Albumina no SNC é derivada a partir de fontes periféricas; portanto,
uma quantidade aumentada da mesma no SNC pode ser usada como um
indicativo da ruptura da BHE (Tibbling et al., 1977). Allafuzoff et al
(1983), mostrou que os niveis de Albumina no SNC sdo elevados em
pacientes com doenca de Alzheimer (Alafuzoff et al., 1983).

Mais recentemente, evidenciou-se que transportadores, como a
glicoproteina P transportadora (Pgp) de multiplos farmacos facilitam a
entrada de B-amildide, quebrando a BHE (Donahue et al., 2006).
Matsubara et al (1990) sugere ainda que, a BHE ainda regula a entrada
de B-amiloide no plasma para 0 SNC através do RAGE (Matsubara et
al., 1999). Relatos de estudos com modelos experimentais de doenca de
Alzheimer e em pacientes pés-morten apresentaram niveis elevados de
B-amiléide no plasma (Shibata et al., 2000; Kagan et al., 2002).
Contudo, todas essas evidencias referentes ao comprometimento da
permeabilidade da BHE e a entrada de B-amiléide no SNC ainda vem
sendo estudadas em modelos experimentais (Erickson e Banks, 2013).

1.4 PEPTIDIO B-AMILOIDE

O peptideo B-amildide ¢é derivado da clivagem altamente regulada
e sequencial de proteina precursora amildide (APP), uma proteina
transmembranar, na qual existem trés isoformas principais, denominadas
APP695, APP751 e APP770, que sdo produzidas através do splicing
alternativo de um mRNA simples e amplamente expressos no cérebro,
conhecida _I-secretases e enzima de clivagem de proteina precursora de
amiléide 1 (BACE 1) (Tanaka et al., 1988; Mehta et al., 2001; Laferla et
al., 2007).

Para que a APP seja processado totalmente em B-amildide, sdo
necessarias enzimas secretases, que sdo produtos secretados para o
espaco extracelular ou que permanecem associados a células, podendo
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ser clivado pelas enzimas o, B ou y secretase (Zhang et al., 2011;
Wilkins et al., 2016). A APP por si, ndo é neurotoxico e ndo produzl L -
amiléide até que sofra clivagem proteolitica (Koo et al., 1990). Nos
seres humanos, o gene APP esta localizado no cromossomo 21 (Matsui
et al., 2007; Hollands et al., 2016), sendo produzido em quantidades
consideraveis em neurdnios, onde é classificado no complexo de Golgi
e, em seguida, enviado para os ax6nios (Koo et al., 1990).

A APP é, primeiramente clivado pela BACEL (Burton et al.,
2008), liberando um dominio chamado de proteina percussora amildde
beta solavel (SAPP[ [ para formar um fragmento C- terminal na APP
(APP-CTF), ou C99, que serad adicionalmente clivado por y-secretase
dentro da membrana celular, libertando peptideos [B-amildides
neurotéxicos e dominio intracelular amil6ide (Oe et al., 2006; Burton et
al., 2008; Ford et al., 2008). A deposi¢do do peptideo [-amildide e a
formacdo de emaranhados neurofibrilares intracelulares sdo as
caracteristicas patolégicas predominantes na doenga de Alzheimer
(Querfurth et al., 2010).

Uma vez liberado, o B-amiléide acumula-se e forma os primeiros
oligbmeros, entdo fibrilas e finalmente placas de proteina (Meyer-
Luehmann et al., 2008). As placas de |-amiléide causam entdo, uma
hiperfosforilagdo da proteina tau, associada & microtibulos, fazendo
com o _l-amil6ide se acumule e forme emaranhados neurofibrilares, que
causam disfuncdo sinaptica e contribuem consideravelmente nos
sintomas da doenga de Alzheimer (Bierer et al., 1995; Brion, 1998;
Macleod et al., 2015).

O peptideo p—amildide induz a geracdo de ERO, com a possivel
contribuicdo de ions metalicos, o cobre (Cu) e o ferro (Fe), que estdo
presentes em depositos amilddes (Huang, Atwood, et al., 1999; Huang,
Cuajungco, et al., 1999). Por outro lado, o peptideo | -amildide
contribui também para o estresse oxidativo ao prejudicar os sistemas
antioxidantes celulares (Kim et al., 2003).

A clivagem de APP pela a-secretase produz B-amildide, contudo,
ndo o suficiente para que o0 mesmo seja tdxico ou conduza ao
desenvolvimento da doenga de Alzheimer (Johnson et al., 2010;
Macleod et al., 2015), contudo, libera o dominio extracelular soltvel de
APP alfa (SAPPa) em um processo chamado de derramamento de
ectodominio (Lammich et al., 1999). Presume-se que este tenha
propriedade neuroprotetoras (Furukawa et al., 1996).

O fragmento C- terminal restante, ligado a membrana de APP, é
entdo clivado pela y-secretase, para entdo liberar um peptideo p3
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(Nathalie et al., 2008). A clivagem pelas - e y-secretases, produzem
varias isoformas do peptideo, que pode se agregar as placas senis
(O'brien et al., 2009). A y-secretase esta envolvida na clivagem da vérias
membranas transmembranares e sua clivagem s8o essenciais na
maturacdo da APP (De Strooper et al., 1999; Takami et al., 2012).

1.5  ESTRESSE OXIDATIVO NA FORMAGCAO DO PEPTIDIO
B-AMILOIDE

A BACEL1 é uma protease capaz de clivar o APP em sAPPf e
indutora de estresse oxidativo (Mercurio et al.,, 1999). O estresse
oxidativo, a inflamacdo, o desequilibrio da homeostase do célcio,
hipoxia, isquemia e as condi¢des de traumatismo que ocorrem na doenca
de Alzheimer ativam a BACE1 (Buggia-Prevot et al., 2008; Tamagno et
al.,, 2008), e sua desregulacdo poderia contribuir e possivelmente
acelerar a patologia da doenca de Alzheimer, aumentando a producéo do
peptideo B-amiléide (Tamagno et al., 2006; Tamagno et al., 2008;
Sadleir et al., 2012).

pramiloide [e-rmrmmmrmmse
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Figura 2: O estress oxidativo medeia a ativagdo de BACEI induzida por -
amiloide. Os peptideos B-amiloide desencadeiam o estresse oxidativo induzindo
a geracdo de EROs e prejudicando o sistema antioxidante. O estresse oxidativo
e as citocinas inflamatérias ativam JNK, entdo seu fator de transcrigdo ativa
BACEl. Como BACEIl produz peptideos B-amiloides, um ciclo vicioso é
estabelecido. BACE1, Enzima de Clivagem de Proteina Percussora Amiloide 1;
JNK, Jun N-terminal Kinase. Adaptado de Chami e Checler, 2012.
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Tem sido relatado que os niveis de enzimas antioxidantes é
diminuida, enquanto que a inflamac&o, a producdo de EROs e 0s niveis
dos marcadores de estresse oxidativo sdo elevados no cérebro de
pacientes com doenca de Alzheimer (Sultana et al., 2010; Krstic et al.,
2013). O estresse oxidativo regula o aumento da atividade da y-
secretase, levando assim a uma produgdo ainda maior de I-amiloide
(Paola et al., 2000).

Conforme mencionado, o B-amildide induz estresse oxidativo e
este ativa BACEL, que indiretamente gera mais estresse oxidativo
(Chami et al., 2012). Curiosamente, a peroxidacdo lipidica pode ser
detectada antes mesmo da deposi¢do de J-amiloide (Pratico et al.,
2001). Por outro lado, 0 aumento do estresse oxidativo foi detectado nas
proximidades de placas amil6ides (Mclellan et al., 2003; Garcia-Alloza
et al., 2006; Xie et al., 2015) e o peptideo B-amildide mostrou por si s6
ser capaz de aumentar o estresse oxidativo (Butterfield, 2002;
Butterfield et al., 2002; Atamna et al., 2006; Butterfield et al., 2006; Cai,
Zhao e Ratka, 2011). No entanto, a causalidade e inter-relacdo entre os
estresse oxidativo e a patologia do B-amiloide e a doenca de Alzheimer
ainda permanece mal compreendida (Chami e Checler, 2012).

1.6 HIPOTESE A SER TESTADA

O estudo traz como hipétese que durante a meningite bacteriana
ocorre a ativacdo do eixo B-amiléide-RAGE, causando assim, dano
cognitivo a longo prazo e que o uso do inibidor de RAGE poderia
prevenir o dano cognitivo a longo prazo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar se a ativagdo da via B-amildide-RAGE é um
componente importante na disfuncdo cognitiva a longo prazo em um
modelo experimental de meningite pneumococica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os niveis de B-amildide, RAGE e HMGBL1 no cortex
pré-frontal e hipocampo de ratos Wistar adultos em 1, 3 e 10 dias apds a
inducdo de meningite pelo K. pneumoniae.

- Avaliar os parametros comportamentais através da verificacao
da memoria de habituac@o e reconhecimento em ratos Wistar adultos 10
dias apds a inducdo de meningite pelo K. pneumoniae com e sem a
inibicdo do RAGE.

- Avaliar os niveis de B-amildide, RAGE e HMGB1 no cortex
pré-frontal e hipocampo de ratos Wistar adultos em 10 dias apds a
inducdo de meningite pelo K. pneumoniae com e sem a inibi¢cdo do
RAGE.
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3 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada nos Laboratorios de Neurociéncias e de
Microbiologia Experimental da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC). Este estudo foi realizado dentro das diretrizes
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal (CONCEA) para pesquisas utilizando animais (Protocolo
021/2015-2).

3.1 PREPARAGCAO DO MICROORGANISMO INFECTANTE

K. pneumoniae foi cultivada durante a noite em 10 ml de caldo
Todd Hewitt, diluidas em meio fresco e crescidas até a fase logaritmica.
A cultura foi centrifugada durante 10 min a (5000 g) e novamente
suspensas em solucéo salina estéril a uma concentragdo de 1 x 10°
UFCol/ml. O tamanho do inoculo foi confirmada pela cultura
quantitativa (lrazuzta, J. E. et al., 2002; Barichello, T., Savi, G. D., et
al., 2010).

3.2 MODELO ANIMAL E INOCULAGCAO BACTERIANA

Foram utilizados ratos adultos Wistar machos com (250-300 g),
provenientes do biotério da universidade. Todos os procedimentos
cirdrgicos e inoculacdes bacterianas foram realizados sob anestesia,
composta de uma administracdo intraperitoneal de cloridrato de
cetamina (6,6 mg/kg), cloridrato de xilazina (0,3 mg/kg) e acepromazina
(0,16 mg/kg) (Grandgirard, Schurch, et al., 2007; Hoogman et al.,
2007).

Os animais foram submetidos a uma puncdo na cisterna magna
com uma agulha calibre 23, recebendo 10 pL de solucédo salina estéril
como placebo ou volume equivalente de suspensdo bacteriana de K.
pneumoniae. No momento da inoculagdo, os animais receberam
reposicdo volémica e foram subsequentemente devolvidos as suas
gaiolas (lrazuzta et al., 2002; Irazuzta et al., 2008). Concomitantemente,
0s animais receberam ceftriaxona (100 mg/kg) intraperitonealmente, a
cada 12h, durante sete dias. Ap6s 10 dias, 0s animais estaram livres de
infeccdo.

Dezoito horas apds a inducdo da meningite foi realizado a
confirmacéo da infeccdo bacteriana, por uma cultura quantitativa de 5
uL de LCR obtido por punc¢éo da cisterna magna (Grandgirard, Bifrare,
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et al., 2007; Grandgirard, Schurch, et al., 2007; Grandgirard et al.,
2010).

3.3 CIRURGIA DE CANULAGCAO DOS ANIMAIS

Seis dias apds a inducdo, os animais foram submetidos a
anestesia e colocados no aparelho estereotaxico; inicialmente foi
removido a pele e o couro cabeludo dos ratos na regido do cranio. Em
seguida, inserido uma canula de 1 mm, colocada mediante as seguintes
coordenadas: anteroposterior - 2,2 mm, lateral +/- 2,0 mm, e ventral -3,7
mm da linha média; sendo a cénula assim implantada a 2.6 mm de
profundidade no ventriculo lateral, a fim de atingir o hipocampo. A
fixagdo da canula foi feita com cimento acrilico. Os animais receberam,
ou o liquido cefalorraquidiano artificial (LCRa) (10 Ig/Kg) para os
grupos controle, ou anticorpo RAGE, na mesma concentragdo, para o
grupo  meningite+Anti-corpo  RAGE (Ac-RAGE), via cénula
hipocampal, durante trés dias consecutivos.

3.4 DESENHO DO MODELO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos entre 0s grupos experimentais
Sham+Salina e Meningite+Salina para 1 e 3 dias, e em Sham + liquido
cefalorraquidiano artificial (LCRa), Meningite+LCRa,
Meningite+AcRAGE para 10 dias. Os animais foram eutanasiados por
guilhotina e o cérebro removido e dissecado em cortex pré-frontal e
hipocampo para as andlises dos niveis de B-amildide, RAGE e HMGB1
por Western blotting. Estudos com modelo animal da doenca de
Alzheimer evidenciam que a agregacdo patologica do [I-amildide,
ativacdo de RAGE e HMGBL1 tem inicio cronicamente (Arancio et al.,
2004; Armstrong, 2009; Carrano et al., 2011).

Seis dias ap6s a inducéo da meningite, os animais pertencentes ao
grupo 10 dias, foram submetidos a cirurgia para colocacdo de canula e
retornaram a sua caixa moradia. No 7°, 8° e 9° dia, 0s animais receberam
0 LCRa, para os grupos Sham+LCRa e meningite+LCRa, e anticorpo
RAGE (10ug/Kg) para o grupo Meningite+AcRAGE, via cénula
hipocampal e retornaram a sua caixa moradia. Dez dias apés a inducéo,
0s animais foram submetidos aos testes comportamentais de habituacéo
ao campo aberto e reconhecimento de objetos e logo apds foram
eutanasiados e as estruturas cerebrais hipocampo e coértex pré-frontal
foram retiradas para a analise dos niveis de B-amiloide, RAGE e
HMGBL por Western Blotting.
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Figura 3: Representacdo do desenho experimental Os animais foram induzidos
ao modelo experimental de meningite, em 18 horas, foi realizado confirmacéo
da meningite e iniciado o tratamento com ATB para o grupo 10 dias. Em 24
horas (1° dia) e em 3 dias, 0s animais pertencentes aos respectivos grupos,
foram eutanasiados e suas estruturas cerebrais foram dissecadas e armazenadas
a -80° C. No 6° dia, , os animais foram submetidos a cirurgia esteriotaxica de
colocacdo de canula hipocampal. No 7° dia, ap6s o termino da
antibioticoterapia, 0s animais receberam uma dose de 10 mg/Kg de Ac-RAGE,
ou 0 mesmo equivalente de LCRa para os grupos controle, via canula, que
permaneceu até o 9° dia. Dez dias ap0s a indugéo, os animais foram submetidos
aos testes comportamentais e, posteriormente, eutanasiados e suas estruturas
cerebrais foram dissecadas e armazenadas em -80° C para as analises de
Western Blotting. Fonte: do autor.

Testes
comportamentais

Cirurgia de
canulacdo

Fim do ATB

grupo 1 dia grupo 3 dias

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais de habituacdo ao campo aberto e de
reconhecimento de objetos foram realizados 10 dias apds a inducéo da
meningite pneumocdcica.

3.5.1 Habituagéo ao campo aberto

Foi realizada em um campo aberto com 40 X 60 cm rodeado por
paredes de 50 cm de altura sendo 3 paredes de madeira e uma de vidro
transparente. O piso do campo aberto é dividido em 12 retangulos iguais
por linhas pretas. Os animais foram cuidadosamente colocados no
quadrante traseiro esquerdo, e deixados a explorar o campo por 5 min
(sessdo de treino). Em seguida, os animais foram levados de volta para a
sua gaiola, e 24h ap6s foram novamente submetidos a uma sessdo de
campo aberto semelhante (sessdo de teste). O cruzamento das linhas
pretas (crossing) e levantamentos (rearing) realizados em ambas as
sessdes foram contados. A diminuigdo do ndmero de cruzamentos e
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levantamentos entre as duas sessdes foi tomado como uma medida da
retencdo de habituacdo (Roesler et al., 2003).

Figura 4: Teste de habituacdo ao campo aberto. Os animais foram
cuidadosamente colocados no quadrante traseiro esquerdo, e deixados a
explorar o campo por 5 min (sessdo de treino) e 24h apés foram novamente
submetidos a uma sessdo de campo aberto semelhante (sessdo de teste). O
cruzamento das linhas pretas (crossing) e levantamentos (rearing) realizados
em ambas as sessdes foram contados. Fonte: do autor.

3.5.2 Memoria de reconhecimento de objetos

No primeiro dia foi realizado o treino, onde o animal foi colocado
cuidadosamente no quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho,
no qual explorarou o ambiente por 5 minutos. O primeiro dia serve
como habituacéo do animal. No segundo dia o animal foi recolocado no
aparato, no qual estdo dois objetos iguais. O objeto A e objeto B (forma,
tamanho e cor), contou-se o tempo que o animal explorarou cada objeto
(A eB) (De Limaetal., 2005).
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Figura 5: Teste de meméria de reconhecimento de objetos. No primeiro dia foi
realizado o treino, onde o animal sera colocado cuidadosamente no quadrado do
canto posterior esquerdo do aparelho, no qual explorara o ambiente por 5
minutos. No segundo dia o animal foi recolocado no aparato, no qual estdo dois
objetos iguais, 0 objeto A e objeto B, e contou-se o tempo que o animal
explorou cada objeto. Fonte: do autor.

3.6 TESTES BIOQUIMICOS

3.6.1 Analise por Western blotting

Os niveis de B-amildide, RAGE e HMGB1 foram analisados em
amostras de estruturas cerebrais por Western blotting. Para tal analise,
foi feito um gel preparativo em SDS-PAGE para realizar a separacao
eletroforética das proteinas das amostras. Apds a eletroforese, colou-se o
gel em tampédo de transferéncia por 20-30 minutos por agitagcdo. A
membrana de PVDF foi cortada em dimens@es ligeiramente superiores
as dos gel a ser transferido e ativada, mergulhando-a em metanol por 1
minuto. Apds esse periodo, a membrana também foi mantida em tampéo
de transferéncia por 20 a 30 minutos sob agitagcdo. O papel filtro foi
cortado nas mesmas dimensdes de PVDF. As folhas foram montadas
seguindo a ordem: 2 folhas de papel filtro, membrana PVDF, gel
preparativo e 3 folhas de papel filtro. Em sistema blotting semi-seco.
Ligou-se a voltagem a 12 V (Leal et al., 2002; Leal et al., 2006).

A revelacdo dos imunoblottings foi realizada através de ECL
(anticorpo secundario ligado a peroxidase) e pela coloragdo usando
NBT/BCIP (anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalina) (Leal et
al., 2002; Leal et al., 2006). Neste experimento foi utilizado 6 amostras
por grupo.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS
Os dados da tarefa de habituacdo ao campo aberto e meméria de

reconhecimento de objetos foram apresentados como média + E.P.M. e
foram analisados pelo t de Student e ANOVA e post hoc de Tukey. Os
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dados de cada grupo foram analisados por meio do teste de Wilcoxon.
Para as analises bioquimicas, os dados foram expressos em média +
D.P, analisados por ANOVA de duas vias, seguidos pelo post hoc de
Tukey Os dados de cada grupo foram analisados por meio do teste de
Wilcoxon. Valores de p <0.05 foram considerados estatisticamente
significativos. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa
Statistical Package for the Social Science (SPSS) versao 20.0.
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4. RESULTADOS

A expressdo do receptor RAGE, em 1, 3 e 10 dias apés a
indugdo da meningite por K. pneumoniae é representado pela figura 6
Em 1 dia (6A) ndo houve a diferenca na expressdo do receptor em
nenhuma das estruturas avaliadas. Em 3 dias (6B) apés a inducéo, houve
um aumento na expressdao de RAGE no hipocampo e no cortex dos
animais do grupo meningite, em comparacdo ao grupo Sham. Esse
aumento foi observado também em 10 dias (6C) apds a inducdo nos
animais do grupo meningite, contudo, o0 grupo meningite que recebeu
tratamento com Ac-RAGE, a expressdo desse receptor foi diminuida em
ambas as estruturas quando comparados ao grupo meningite.
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Figura 6: Expressdo do receptor RAGE no hipocampo e cértex pré-frontal de
ratos Wistar em 1, 3 e 10 dias ap6s a inducdo da meningite por K. pneumoniae.
Os dados foram apresentados como média + DP e analisados por ANOVA de
duas vias, seguido pelo teste de pos hoc Tukey. Para com As diferencas dentro
do grupo foram analisadas pelos testes de Wilcoxon. Os simbolos * indicam
diferenca estatistica (p< 0,05) em comparagdo ao grupo sham e # indicam
diferenca (p< 0,05) quando comparado ao grupo meningite.

A figura 7 demonstra a deposicao do peptideo B-amiloide em 1, 3 e 10
dias ap6s a inducdo da meningite por K. pneumoniae. Em 1 e 3 dias (7A e 7B)
apoés a indugdo ndo houve aumento na deposicdo do mesmo em nenhuma das
estruturas, em ambos os grupo, contudo, em 10 dias foi observado a deposicéo
do peptideo no hipocampo e no cortex dos animais pertencentes ao grupo
meningite (7C). Nos animais que receberam tratamento com Ac-RAGE, a
deposicdo do mesmo foi reduzida (7C).
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Figura 7: Deposicdo de B-amildide no hipocampo e cértex pré-frontal de ratos
Wistar em 1, 3 e 10 dias ap6s a inducdo da meningite por K. pneumoniae. Os
dados foram apresentados como média £ DP e analisados por ANOVA de duas
vias, seguido pelo teste de pos hoc Tukey. Para com As diferencas dentro do
grupo foram analisadas pelos testes de Wilcoxon. Os simbolos * indicam
diferenga estatistica (p< 0,05) em comparagdo ao grupo Sham e # indicam
diferenca (p< 0,05) quando comparado ao grupo meningite.

A figura 8 demonstra os niveis de HMGB1 no em 1, 3 e 10 dias
apos a inducdo da meningite por K. pneumoniae. Em 1 e 3 dias (9A e
9B) ap6ds a indugdo ndo houve aumento na deposicdo do mesmo em
nenhuma das estruturas, em ambos os grupo, contudo, em 10 dias foi
observado aumento dos niveis de HMGB1 no hipocampo e no coértex
dos animais pertencentes ao grupo meningite (9C). Nos animais que
receberam tratamento com Ac-RAGE, a deposicdo do mesmo foi
reduzida (9C).
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Figura 8: Niveis de HMGB1 no hipocampo e cortex pré-frontal de ratos Wistar
em 1, 3 e 10 dias apds a inducdo da meningite por K. pneumoniae. Os dados
foram apresentados como média + DP e analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de pos hoc Tukey. Para com As diferengas dentro do grupo
foram analisadas pelos testes de Wilcoxon. Os simbolos * indicam diferenca
estatistica (p< 0,05) em comparagdo ao grupo Sham e # indicam diferenca (p<
0,05) quando comparado ao grupo meningite

No teste comportamental de Habituacdo ao campo aberto (figura
9), os animais do Sham apresentaram memoria de habituacdo entres as
sessOes treino e teste; contudo, nos animais do grupo meningite, esse
mesmo resultado ndo foi observado. Ao avaliar os animais pertencentes
ao grupo meningite+AcRAGE, foi observado que os mesmo nao
apresentaram dano a memoria, sendo seu desempenho neste teste,
semelhante aos animais do grupo Sham.
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Figura 9: Teste de habituacdo ao campo aberto 10 dias ap6s a inducdo de
meningite pela K. pneumoniae. Os dados sdo expressos como média + EPM.
*Diferenca significativa entre o teste de formacédo (teste t pareado amostras de
Student, p <0,05).

A figura 10 demonstra o teste de reconhecimento de objetos
realizados pelos animais submetidos a meningite por K. pneumoniae 10
dias ap6s a inducdo. Os animais pertencentes ao grupo meningite
apresentaram dano a memdria de reconhecimento, enquanto que 0s
animais do grupo meningite + Ac-RAGE obtiveram desempenho
semelhante aos animais do grupo Sham.
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Figura 10: Teste de reconhecimento de objetos 10 dias ap6s a inducdo da
meningite por K. pneumoniae. Os dados sdo apresentados como média + EPM
Diferenca significativa entre o teste de formacao (teste t pareado amostras de
Student, p <0,05).
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo, demonstrou-se que a meningite por K. pneumoniae
pode desencadear uma via da neurodegeneracdo através da sub
regulacdo do receptor RAGE, aumentando a deposi¢do de niveis de p-
amiléide e HMGB-1 no hipocampo e no cortex pré-frontal.

Infeccbes no cérebro promovem a inflamagdo, a invasdo de
leucécitos e estimulacdo a microglia. Uma vez ativada, a microglia
libera efetores sollveis, tais como radicais livres, proteases, citocinas,
aminoacidos excitatérios e HMGB1 (Gerber et al., 2010). O NF-xB
exerce um papel importante na inflamacdo, estresse oxidativo e
apoptose. Em resposta a estimulos inflamatérios, HMGB-1 € secretado
por macrofagos ativados (Wang et al., 1999; Bonaldi et al., 2003),
células dendriticas mieldides (Lotze et al., 2005) e astrocitos (Maroso et
al., 2011), ativando o receptor RAGE e outros receptores, incluindo
TLR-2 e TLR-4 (Scaffidi et al., 2002; Parker et al., 2004). Os
mediadores pré-inflamatérios liberados destas vias podem aumentar a
producdo de peptideo B-amiléide. Em seguida, este peptideo liga-se ao
receptor RAGE, mantendo uma elevada ativacdo inflamatdria e a
deposicdo de B-amildide nas estruturas cerebrais (Mcgeer et al., 1987;
Chen et al., 2016).

Em um estudo de Barichello et al (2014), onde foi demonstrado
os efeitos da meningite por K. pneumoniae sobre um modelo
experimental, foi observado que os niveis de IL-13, TNF-a, CINC-1,
IL-6 e BDNF, encontraram-se elevados nas estruturas cerebrais em
diferentes tempos apés a inducdo da meningite (Barichello et al., 2014).
Estudos In vivo e in vitro tem demonstrado que a ativacdo de células da
microglia, desencadeada pela ligagdo do B-amil6ide ao receptor toll-
like-4 (TLR4) promove a liberacdo exacerbada de mediadores
inflamatdrios, dentre eles a IL-1B, TNF-a. ¢ EROs (Van Zoelen et al.,
2011), todos os quais pode resultar em degeneracdo neuronal e acelerar
a progressdo da doenca de Alzheimer (Hanamsagar et al., 2012). Os
resultados desse estudo mostraram haver um aumento na deposic¢do de
do peptideo B-amil6ide e expressées de RAGE e HMGB1 no cérebro de
ratos submetidos a meningite por K. pneumoniae.

Em um modelo experimental de sepse, o bloqueio da expresséo
de RAGE ou a sua atividade reduziram a resposta inflamatdria
(Hofmann et al., 1999). RAGE é expressao em todos os tecidos em uma
ampla gama de tipos de células, incluindo as células envolvidas no
sistema imune inato e adaptativo, e desempenha um papel fundamental
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em diversos processos inflamatdrios (Giamarellou, 2005; Giamarellos-
Bourboulis et al., 2009). Além disso, inibir a agregacdo de B-amildide e
bloguear o eixo RAGE/B-amilbide poderia ser um alvo para prevenir o
comprometimento cognitivo de longo prazo em sobreviventes da doenca
de Alzheimer e sepse (Bhatt et al., 2009; Liesz et al., 2015).

Em um estudo desenvolvido por Cho et al (2009), foi
demonstrado que a producdo e deposicdo de BACEL e a ativacdo e
translocagdo do fator nuclear de células T1 ativadas (NFTAL) para o
nucleo ocorre em resposta a expressdo de RAGE, que também ¢é
responsavel por estimular a expressdo funcional de BACE1 através da
ativacdo de NFATL, resultando em uma maior deposicdo de B-amildide
no cérebro. O mesmo autor sugere ainda, que 0 RAGE exerce um papel
fundamental da doenca de doenca de Alzheimer e sua importancia como
potencial alvo terapéutico (Cho et al., 2009).

Em um modelo experimental de sepse, em que foi usado
remifentanil como tratamento adjuvante, observou-se uma diminuicéo
no na expressdo de HMGBL e atividade de NF-kB em multiplos 6rgdos
(Seo et al., 2017). Pacientes com sepse grave ou meningite apresentaram
elevacdo dos niveis de HMGB-1. Este DAMP foi associado a uma
inflamagdo prolongada, e piora a doenca na sepse e meningite
pneumocdcica (Ueno et al., 2004; Hohne et al., 2013). Van Zoelen
(2011) também relatou que muitas investigacdes sobre expressdes de
HMGB-1 séo realizadas em pacientes com sepse em unidades de
tratamento intensivo (UTIs), onde a taxa de mortalidade desta doenca é
maior (Van Zoelen et al., 2011).

Nossos resultados sdo consistentes com esta conclusdo, onde os
niveis de RAGE, o HMGB1 e o p-amil6ide foram maiores no
hipocampo e cértex pré-frontal em 10 dias, mas que esses niveis sdo
reestabilizados quando é realizado o uso do Ac-RAGE. Demonstramos
ainda que o RAGE no cértex pré-frontal em 3 dias encontra-se elevado,
levando-nos a acreditar que esse € o primeiro mediador a ser ativado na
via do eixo B-amiléide-RAGE.

Em outro estudo foi demonstrados que animais sobreviventes a
meningite ou a sepse, mantém uma liberacdo de mediadores pro-
inflamatérios e esses mediadores foram associados a um
comprometimento cognitivo de longo prazo (Barichello et al., 2007). O
blogueio da cascata pré-inflamatoria impediu o comprometimento
cognitivo ap6s meningite bacteriana experimental e sepse (Mina et al.,
2014; Barichello et al., 2015).
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Em um estudo de Chen et al (2002) foi constatado que os niveis
de BACEL e NF-L B encontram-se aumentados em cérebro de pacientes
com doenca de Alzheimer (Chen et al., 2012). A ativacéo da via NF-xB
desempenha um papel importante na fisiopatologia da doenca de
Alzheimer, e bloqueando a ativacdo dessa via tem demonstrado a
atenuacdo da disfungdo cognitiva (Cai, Zhao, Yao, et al., 2011). O uso
de Trien reduziu os niveis de AGES, e com isso, diminuiu a deposi¢do
de B-amildide e perda de sinapse no cérebro de animais induzidos a
doenca de Alzheimer. Neste mesmo estudo, foi observado a inibi¢do da
BACEL, demonstrando que o uso do Trien inibe a via B-amil6ide,
incluindo a regulacdo de RAGE e NF-kB, revertendo assim, a disfungéo
cognitiva (Wang et al., 2013).

Alguns estudos vém indicando que a glicogénio sintase quinase-3
(GSK3) pode desempenhar um papel importante no processamento de
APP, modulando assim a atividade y-secretase, facilitando a producéo
de B-amildide(Cohen et al., 2004). No estudo de Ly et al (2013) mostrou
que a inibicdo da sinalizagdo da GSK3 reduziu a deposicdo de -
amilode e a formagdo de placas neuriticas, revertendo ainda danos a
memoria de animais transgénicos do modelo de doenga de Alzheimer
(Lyetal., 2013).

O estudo de Barichello et al (2014), demonstrou ainda que, 0s
animais sobreviventes a meningite por K. pneumoniae, apresentaram
dano a memoria de habituacdo (Barichello et al., 2014), dados esses,
também encontrados neste estudo. Um potencial fator para o declinio na
memoria durante a meningite por k. pneumoniae, poderia estar
correlacionada ao processo inflamatério que acomete o hipocampo e
cortex pré-frontal, isto porque, os mediadores inflamatdrios estando
elevados podem ter um efeito nocivo sobre a fungdo cognitiva e de
meméria (Mcafoose et al., 2009; Yirmiya et al., 2011; Barichello et al.,
2014).

Na tentativa de minimizar os danos a memoria de aprendizagem,
ja observados devido a deposicdo de B-amil6ide nos tecidos cerebrais,
Chen et al (2016) realizaram um estudo utilizando Chotosan, um
medicamento a base de plantas ocidentais tradicionais, com a finalidade
de reverter tal dano; tal estudo demonstrou que o tratamento com a
droga, além melhorar o dano a memoria, ainda foi capaz de reduzir a
expressdo de NF-xB, p65 e TLR-4, mediadores esses, que estdo
envolvidos na via de sinalizacdo do B-amil6ide/RAGE (Chen et al.,
2016).
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Estudos em torno de inibir a ativacdo de RAGE também vém
ganhando grande demanda nos dltimos anos. Um estudo usando
Quercetina como inibidor da via de sinalizacdo do RAGE mostrou que o
mesmo fez com a memoria de aprendizagem melhorasse, ao comparar
com 0s grupos que nao o receberam, validando a hipdtese de que a
Quercetina exerce protecdo neurvascular nos animais, além de melhora
dos sistemas colinérgicos e a modulagdo microvascular (Liu et al.,
2013).
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6 CONCLUSAO

Este estudo testemunhou que animais sobreviventes a meningite
por K. pneumoniae apresentam aumento nos niveis de HMGBI,
deposicdo de p—amildide e da expressdo de RAGE no hipocampo e
cortex pré-frontal, sendo este dltimo, ja expresso em 3 dias apds a
inducdo da meningite, sugerindo ser ele o mediador principal da via do
peptideo B-amildide e o primeiro a ser expresso

Danos a memoéria foram confirmados neste mesmo estudo,
levando a entender que toda a cascata de mediadores descritos em um
outro estudo do mesmo grupo (Barichello et al., 2014) esteja de fato
envolvida nessa mesma via de sinalizacdo do B-amil6ide/RAGE. O uso
de um mediador, que tivesse como funcéo inibir a ativagéo dessa via, foi
proposto e evidenciou que exercer fungdo protetora, tanto na memdria
do modelo, como inibir 0 aumento dos niveis de HMGBL, deposi¢do
de B-amildide e da expressdo de RAGE. Embora nosso estudo seja
capaz de elucidar a ligacdo entre doencas infecciosas e marcadores
neurodegenerativos, outros estudos sobre os mecanismos envolvidos
precisam ser realizados.
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