
 
 

UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE 

UNIDADE ACADÊMICA DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 

 

 

 

 

 

 

ANA PAULA MOREIRA 

 

 

 

 

 

 

PAPEL DA VIA AMILÓIDE-RAGE NA DISFUNÇÃO 

COGNITIVA TARDIA NA MENINGITE BACTERIANA 

 

 

Dissertação de mestrado 

apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Ciências da Saúde 

para a obtenção do título de Mestre 

em Ciências da Saúde. 

 

Orientadora: Profª. Drª. Tatiana 

Barichello 

Coorientador: Prof. Dr. Felipe Dal 

Pizzol 

 

 

 

 

 

 

CRICIÚMA, 2017 



2 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bibliotecária Rosângela Westrupp – CRB 14/1101 
Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC 

 

M835p   Moreira, Ana Paula.   

Papel da via ß-Amilóide-Rage na disfunção cognitiva 

tardia na meningite bacteriana / Ana Paula Moreira ; 

orientadora : Tatiana Barichello, coorientador: Felipe Dal 

Pizzol. – Criciúma, SC : Ed. do Autor, 2017.  

80 p. : il. ; 21 cm.  

 

Dissertação (Mestrado) - Universidade do Extremo 

Sul Catarinense, Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde, Criciúma, 2017. 

 

1. Meningite bacteriana. 2. Meningite – Complicações 

e sequelas. 3. Barreira hematoencefálica. 4. Estresse 

oxidativo.       5. Memória de habituação. 6. Peptídeos 

opióides.  I. Título. 

 

CDD 22. ed. 616.82 



 
 



4 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Folha informativa 

 
A dissertação de mestrado foi elaborada seguindo o estilo Vancouver e 

será apresentada no formato tradicional. 

Este trabalho foi realizado nas instalações do Laboratório de 
Microbiologia Experimental e Laboratório de Neurociências do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde da Universidade do 

Extremo Sul Catarinense.



6 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A minha mãe! 



8 

 



 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Um trabalho, nunca é feito por uma pessoa apenas, ele é 

realizado em grupo, e desse grupo, criam-se elos, elos do qual surgem 

grandes e verdadeiras amizades; não é difícil nomear as pessoas que 

desse trabalho fizeram parte, pois cada uma foi de extrema importância 

para cada uma das numerosas etapas até a conclusão deste, e espero não 

esquecer ninguém. 

Antes de qualquer coisa, tenho que agradecer  a Deus, a força e 

alicerce de minha vida. 

A minha mãe Ilza, que desde o primeiro dia de aula da minha 

vida, esteve ao meu lado me apoiando, dando força e nunca deixando 

que eu desistisse de meus sonhos; as barreiras superadas foram árduas, 

contudo nunca desistimos, enquanto ninguém mais apostava que fosse 

dar certo, a gente mostrou que era capaz. Mãe meus mais sinceros muito 

obrigada por tudo. 

Ao meu irmão Ariel, que mesmo sendo meu irmão mais novo, 

sempre me deu muita força pra ir em frente. Ao meu irmão Álvaro, que 

sempre deixou claro que me admirava pelo esforço que eu estava 

fazendo ao dar continuidade ao curso e que mesmo de longe, me dava 

muita força, mesmo quando pra ele as coisas não estavam boas, o 

sorriso no rosto a frase “ é isso ai minha irmã, não desiste, mostra que tu 

capaz” nunca saíram do repertório dele. Meu irmão, você é 1.000.000.  

A minha orientadora, Dra. Tatiana Barichello, que sempre 

esteve presente no desenvolvimento desse trabalho e toda a minha 

jornada acadêmica. Muito obrigada por ter acreditado e aceitado fazer 

parte dessa fase da minha vida. 

Ao meu coorientador, Dr. Felipe Dal-Pizzol, sempre bastante 

solícito a me atender, mesmo com toda a sua correria. Muito obrigada 

por estar presente. 

A toda a equipe do Laboratório de Microbiologia Experimental, 

Jaque, Jessica, Drielly Cris, Cassia, Allan, Luti, Joana, Paulo, Gustavo, 

Jhonata, sem vocês, nada seria possível. A equipe do Laboratório de 

Neurociências, em especial as professoras Josi e Kuka, que estavam 

sempre disponíveis para me esclarecer alguma dúvida, ou então, só 

conversar mesmo.  

A todos os professores, desde a tia Lurdes, minha primeira 

professora, até meus professores do ensino médio, magistério, do curso 

de graduação e do programa de pós-graduação, todos vocês fazem parte 

do que sou hoje, e trago um pedacinho de cada personalidade comigo. 



10 



 
 
Aos meus amigos e colegas, que me acompanham desde o início de 

tudo, sem o apoio e brincadeiras de vocês não teria sido a mesma coisa, 

não seria tão gratificante e completo, obrigada Gustavo Dal Pont pelas 

inúmeras brincadeiras, brigas e birras, que nos acompanham desde a 

graduação, obrigada Guilherme Raupp, pela bela amizade que foi 

estabelecida em tão pouco tempo e que pretendemos levar por muito 

tempo; Naithan Costa , todo seu jeito excêntrico me fez ver muitas 

coisas de outra forma, obrigada por tudo criaturinha que mora no meu 

coração e com quem eu brigo tanto. A Alexandra Heylmann, que 

durante todo tempo que tivemos juntas, foi a pessoa que  mais me fazia 

rir e me orientava com seus concelhos. A Lucilene Possamai, que além 

de amiga, é uma irmã, a pessoa que mais me conhece, que esta sempre 

disposta a entrar em qualquer situação comigo, que me ama, me coloca 

os piores apelidos, mas é a primeira a entrar numa briga por mim. Ao 

Mateus Fortunato, um irmãozinho que a vida me deu e que eu tanto amo 

e admiro.  

E a todos que estiveram presente em minha vida nesses últimos 

anos. 

 

    A todos, muito obrigado! 

 



12 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nem sempre o produto final é o mais importante. 

Por vezes a riqueza se esconde é no processo das descobertas. O 

resultado é quase nada perto das oportunidades que o processo nos 

entrega.” 

Padre Fábio de Melo 

 

“É muito melhor lançar-se em busca de conquistas 

grandiosas, mesmo expondo-se ao fracasso, do que alinhar-se com os 

pobres de espírito, que nem gozam muito nem sofrem muito, porque 

vivem numa penumbra cinzenta, onde não conhecem nem vitória, 

nem derrota.”  

(Theodore Roosevelt) 
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Resumo 
 

A meningite ocasionada por Klebsiella pneumoniae tornou-se 

recentemente uma causa cada vez mais comum de infecção no sistema 

nervoso central, sendo esta caracterizada por uma intensa reação 

inflamatória. As doenças neurodegenerativas compartilham mecanismos 

comuns diretamente associados à agregação patológica de proteínas, 

como depósitos de fibras de amiloide em regiões vulneráveis do SNC, 

causando morte neuronal. O peptídeo amilóide induz a geração de 

EROs, prejudicando os sistemas antioxidantes celulares e é capaz de 

desencadear a ativação RAGE, o qual medeia uma série de eventos, 

incluindo a inflamação e dano oxidativo. A interação do receptor RAGE 

com seu ligante (β-amilóide, por exemplo) é capaz de estimular 

múltiplas vias de sinalização intracelular, incluindo a ativação e a 

translocação para o núcleo do fator de transcrição NF-B, que leva à 

produção de citocinas, quimiocinas, moléculas pró-inflamatórias, 

moléculas de adesão e estresse oxidativo, causando inflamação. Este 

estudo traz a hipótese de que durante a meningite bacteriana ocorre a 

ativação do eixo -amilóide-RAGE, causando assim, dano cognitivo a 

longo prazo e que o uso do inibidor de RAGE pode prevenir o dano 

cognitivo a longo prazo. Após a indução da meningite, os animais foram 

divididos em grupo sham e meningite, e foram eutanasiados em 1, 3 e 

10 dias para avaliar o peptídeo β-amilóide, a expressão de RAGE e os 

níveis 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 após a indução, não 

foi encontrado diferença na expressão de -amilóide, RAGE e níveis de 

HMGB1. Em 3 dias, foi observado um aumento na expressão de RAGE 

no hipocampo e córtex pré-frontal no grupo meningite. Em 10 dias, foi 

observado que a expressão de -amilóide, RAGE e níveis de HMGB1 

estavam aumentados em todas as estruturas do grupo meningite em 

comparação ao grupo sham, e que nos animais que receberam o 

tratamento com Ac-RAGE, esses estavam diminuídos ao comparar com 

o grupo meningite. Nos testes comportamentais os animais do grupo 

meningite demonstraram dano a memória de habituação e 

reconhecimento, estretanto, os animais pertencentes ao grupo que 

recebeu tratamento com Ac-RAGE, não apresentaram danos a essas 

memórias. Neste estudo, demonstrou-se que a infecção por K.  
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pneumoniae desencadeia a ativação do eixo -amilóide-RAGE, 

aumentando os níveis de -amilóide, RAGE e HMGB1, causando 

assim, dano cognitivo a longo prazo. Contudo, mais estudos precisam 

ser realizados para elucidar melhor cada fase dessa ativação e 

compreender melhor o papel da via -amilóde-RAGE em doenças 

infeciosas, bem como o papel das doenças infecciosas nas doenças 

neurodegenerativas. 

 

Palavras-chave: Meningite, Klebsiella pneumoniae; doença de 

Alzheimer, amilóide; RAGE; HMGB-1. 



18 



 
 

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 vulnerable regions of the CNS, causing neuronal death. The 

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 β-

amyloid ligand, for example, is capable of stimulating multiple 

pathways of intracellular signaling, including activation and 

translocation to the nucleus of the NF-B 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 β-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 -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, 

-amyloid, RAGE and HMGB1 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 -amyloid-RAGE axis, increasing -amyloid, RAGE and HMGB1 

levels, thus causing long-term cognitive impairment. However, more  
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studies need to be done to better elucidate each phase of this activation 

and to better understand the role of the -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, 

amyloid; RAGE; HMGB-1. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 MENINGITE 

A meningite bacteriana é uma infecção grave que acomete o 

sistema nervoso central (SNC), caracterizada por uma inflamação das 

meninges afetando a pia-mater, aracnoide e o espaço subaracnóide (Van 

De Beek et al., 2006), desencadeando danos neurológicos, tais como 

transtornos convulsivos, perda de audição, déficits sensório-motores e 

prejuízo de memória e aprendizagem (Koedel et al., 2002; Bellac et al., 

2010).  

Essa infecção é causada pelo agente infeccioso e, em parte, pela 

resposta inflamatória do hospedeiro (Roos et al., 2010) resultando no 

dano cerebral do hospedeiro (Bifrare et al., 2003). Essa resposta 

inflamatória desempenha um papel primordial na patogênese das lesões 

cerebrais associadas a diferentes etiologias da meningite (Van Furth et 

al., 1996; Tauber et al., 1999).  

Estudos apontam que aproximadamente 1,2 milhões de casos de 

meningite e 135.000 mortes ocorrem anualmente em todo o mundo 

(Brandt, 2010; Thigpen et al., 2011). A mortalidade por meningite 

pneumocócica pode variar entre 15% em países industrializados e até 

40% em países em desenvolvimento (Molyneux et al., 2002; Brandt, 

2010; Fritz et al., 2012). Aproximadamente 50% dos sobreviventes 

apresentam graves distúrbios neurológicos e neuropsicológicos, sendo 

evidenciada associação com doenças psiquiátricas (Abrahao et al., 

2005). Na década de 1990, o Brasil possuía uma média de 28.000 casos 

de meningite, de diferentes etiologias (Epidemiologia, 2005).  

Vários estudos epidemiológicos revelaram que a Klebsiella 

pneumoniae é o patógeno mais comumente implicado em infecções 

adquiridas na comunidade, especialmente em Tailandia, ocasionando a 

meningite bacteriana em adultos (Ko et al., 2002). Grande parte deste 

aumento no número de casos é relacionada com a frequência de 

procedimentos neurocirúrgicos, e o grande número de pacientes com 

lesão na cabeça devido a acidentes de motocicletas (Lu, Chang, Lin, et 

al., 2002), porém, doenças crônicas como diabetes e cirrose hepática 

predispõem a meningite (Lu, Chang e Chang, 2002).  

Nos países ocidentais, a epidemiologia é diferente, a infecção 

por K. pneumoniae adquirida na comunidade é rara, entretanto, é 

predominantemente alta quando adquirida em hospitais, especialmente 

em casos de pós-neurocirurgias. A K. pneumoniae  tornou-se 

recentemente a causa mais comum de  meningite aguda (Lu, Chang e 
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Chang, 2002) sendo responsável 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 patógeno 

mais comumente encontrado em infecções adquiridas (Ko et al., 2002), 

sendo a causa mais comum de meningite, principalmente em pacientes 

com traumatismo craniano, intervenções neurocirúrgicas, 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 neurológicas frequentes (Tang 

et al., 1999). 

 

1.2 FISIOPATOLOGIA DA MENINGITE BACTERIANA 

O SNC difere-se, na resposta inflamatória, em relação a outros 

órgãos. A infiltração celular no cérebro em resposta à inflamação, à 

infecção e ao dano pode ser lenta e fraca, mas, muitas vezes, essa 

resposta pode ser induzida de forma vertiginosa. Esta mesma inclui a 

ativação da microglia, liberação de proteínas de fase aguda, 

complemento e citocinas (Allan et al., 2001). A proliferação de bactérias 

no interior do espaço subaracnóide estimula a liberação de citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas (Janeway, 2007).  O fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-), a Interleucina 1 (IL-1), a Interleucina 6 (IL-6) 

(Meli et al., 2006; Van De Beek, 2009) e a citocina quimiotática 

indutora de neutrófilos (CINC-1) (Baraff et al., 1993) têm 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 adesão e colonização da nasofaringe por um 

microrganismo (Koedel et al., 2002). O microorganismo coloniza a 

mucosa da superfície do trato respiratório superior, sendo a colonização 

desse sítio aparentemente assintomática (Ostergaard et al., 2010). Após 

a colonização da cavidade nasal, este patógeno atravessa a BHE, 

atravessando-a, sem evidência de dano ou detecção do microrganismo 

entre as células (Nelson et al., 2007; Kim, 2008). 

Uma vez alcançado o SNC, a bactéria multiplica-se rapidamente, 

disseminando-se sobre toda a superfície do cérebro, o que leva a uma 

rápida lise bacteriana com liberação de substâncias indutoras de 

inflamação como peptideoglicano e fragmentos da parede celular que 

são altamente imunogênicos e podem conduzir a um aumento da 

resposta inflamatória do hospedeiro (Koedel et al., 2010; Sellner et al., 
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2010), desencadeando uma grande liberação de moléculas pró-

inflamatórias. Estes, por sua vez, aumentam a permeabilidade da 

barreira hematoencefálica (BHE) e atraem leucócitos para o SNC 

(pleocitose)..  

O reconhecimento do patógeno ocorre por meio das interações de 

seus produtos com receptores de reconhecimento padrão (PRR), sobre 

os quais numerosas citocinas e quimiocinas são liberados a partir de 

células da imunidade inata para realizar ações imunológicas que visam a 

proteção (Koedel et al., 2002).O padrão de mediadores inflamatórios 

presentes no líquido cefalorraquidiano (LCR) em resposta ao ataque 

imunológico determina a gravidade da doença e suas sequelas (Azuma 

et al., 1997; Brandt et al., 2006). 

Os danos causados pela meningite afetam múltiplas áreas do 

cérebro com uma distribuição heterogênea afetando-as em diferentes 

tempos (Kim et al., 1995) gerando uma resposta imune exacerbada 

lesionando o tecido neuronal e causando prejuízos neuropsicológicos e 

cognitivos, através de uma reação apoptótica (Leib et al., 1996; Koedel 

et al., 1999; Nau et al., 1999; Irazuzta et al., 2005; Chen et al., 2009).  

As doenças neurodegenerativas compartilham mecanismos 

comuns diretamente associados à agregação patológica de proteínas, 

como depósitos de fibras de amiloide em regiões vulneráveis do SNC 

(Tillement et al., 2010). Na Doença de Alzheimer, as proteínas tau 

fosforiladas anormalmente formam os emaranhados neurofibrilares e o 

peptídeo -amilóide acumula-se no meio extracelular e forma placas 

amilóides, causando morte neuronal (Haapasalo et al., 2010).  

A deposição excessiva de -amilóide no tecido cerebral ativa o 

fator nuclear kappa B (NF-B) e induz a secreção de óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS) e a ciclooxigenase 2 (COX-2) pela microglia 

(Kang et al., 2001; Martin- -amilóide 

também é capaz de desencadear a ativação do receptor para produtos de 

glicação avançada (RAGE), o qual medeia uma série de eventos, 

incluindo a inflamação e dano oxidativo (Fang et al., 2010; Carrano et 

al., 2011). 

O RAGE é uma proteína transmembrana que reconhece 

moléculas tridimensionais, promovendo interação com diversos ligantes 

(Deane et al., 2012). Adicionalmente, o RAGE representa um fator 
importante na imunidade inata contra agentes patogênicos, mas também 

interage com ligantes endógenos, resultando na inflamação crônica 

(Fang et al., 2010; Zong et al., 2010). Além de produtos da glicação 

avançada (AGEs), o RAGE tem outros ligantes importantes, tais como 
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proteína ligante de cálcio S100 (S100β), peptídeos β-amilóide, entre 

outros (Takuma et al., 2009; Carrano et al., 2011).  

A interação do receptor RAGE com seu ligante (β-amilóide, por 

exemplo) é capaz de estimular múltiplas vias de sinalização intracelular, 

incluindo a ativação e a translocação para o núcleo do fator de 

transcrição NF-B, que leva à produção de citocinas, quimiocinas, 

moléculas pró-inflamatórias, moléculas de adesão e estresse oxidativo, 

causando inflamação (Fang et al., 2010; Deane et al., 2012). Além disso, 

verificou-se sua relação com uma variedade de lesões no SNC, como 

disfunção neuronal, amplificação da neuroinflamação e aumento do 

influxo de β-amilóide pela BHE (Takuma et al., 2009; Fang et al., 2010; 

Carrano et al., 2011; Deane et al., 2012). 

A ativação de RAGE por seu ligante, através da ativação dos 

receptores acoplados a proteína G, é capaz de gerar um feedback 

positivo entre RAGE e NF-B, gerando um sucessão ininterrupta entre 

estresse oxidativo e inflamação, que cursaria com aumento de β-

amilóide e consequente ativação de NF-B, e então, aumento da 

expressão de RAGE (Metz et al., 2012). A interação dos diversos 

ligantes com o RAGE dá-se em seu domínio extracelular V mediante a 

oligomerização do receptor (Xie et al., 2008) Por sua vez, o RAGE 

aumentado interage com seus ligantes, induzindo a geração de espécies 

reativas ao oxigênio (ERO) e ativa NF-B novamente (Carrano et al., 

2011; Metz et al., 2012; Zhang et al., 2013) (Figura 1). Isso dá-se ao fato 

de que, ao se ligarem ao RAGE, os AGE promovem a produção de 

EROs na via nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) 

oxidada, fosforilação, quinases reguladas por sinal extracelular (ERK), 

JUN N-terminal Kinase (JNK), p38, p48 (via da proteína quinase 

ativada por mitógeno (MAPK)) com consequente ativação do NF-

(Tanaka et al., 2000) Adicionalmente, a ativação de RAGE pode ser 

feita por HMGB1, que está aumentado nos fluidos extracelulares em 

doenças inflamatórias, bem como por S100, uma proteína relevante na 

disfunção do SNC (Sims et al., 2010). 

Dados da literatura indicam que uma diminuição na atividade de 

-secretase e um aumento na atividade de  e -secretase podem induzir 

a deposição cerebral de -amilóide (Gonzalez-Burgos et al., 2011; 

Waites et al., 2011). Outro fator importante é que a toxicidade de -

amilóide parece ser dependente do estado metabólico do organismo, 

visto que ocorre uma disfunção mitocondrial em doenças infecciosas 

(Wuwongse et al., 2013). 
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Figura 1: Fisiopatologia da meningite bacteriana.  Ativação do RAGE receptor 

através de padrões moleculares associados ao dano (DAMP) e padrões 

moleculares associados aos patógenos (PAMPs) e a produção de -amilóide na 

fisiopatologia da meningite bacteriana. 

 

Estratégias terapêuticas recentes sugerem que RAGE é um 

importante alvo para o tratamento de doenças inflamatórias, visto que a 
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inflamação aumenta a síntese de -amilóide e regula positivamente 

RAGE, e a ativação dessa via induz disfunção cognitiva a longo prazo 

por apoptose neuronal. Além disso, a toxicidade de -amilóide induz 

ainda mais disfunção mitocondrial nesse processo (Gong et al., 2010; 

Han et al., 2011). 

 

1.3 SISTEMA NERVOSO CENTRAL E A BARREIRA 

HEMATOENCEFÁLICA 

O SNC tem características anatômicas e imunológicas que 

desempenham um papel importante na patogênese e na detecção da 

infecção (Agyeman, 2014). Infecções por patógenos 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 doenças neurológicas, e por sua vez, 

modula o processo da doença (Weiss et al., 2009; Pan et al., 2011). O 

SNC é protegido contra a invasão bacteriana pelo crânio ósseo, pelas 

leptomeninges e pela BHE; esta é formada por células endoteliais 

microvasculares, astrócitos e perícitos, que desempenham um papel no 

controle da troca de substâncias para dentro e fora do cérebro, 

protegendo o mesmo contra toxinas e patógenos (Kim, 2008; Sellner et 

al., 2010).  

Juntamente com a BHE, existe a barreira hemato liquorica, que 

inibe a livre difusão de moléculas do sangue para o SNC (Engelhardt, 

2006; Sellner et al., 2010). Essa mesma consiste em uma alta densidade 

de capilares, separada do espaço subaracnóide pela pia mater e células 

ependimárias coroides (Engelhardt, 2006). 

O aumento da BHE permite que circulem pelo SNC substancias 

tóxicas para o parênquima cerebral, com infiltração de leucócitos e 

ativação da microglia, promovendo uma resposta inflamatória (Cardoso 

et al., 2010). Existem muitos mecanismos envolvidos nesse rompimento 

da BHE, incluindo dano as junções apertadas, degradação da lâmina de 

matriz, alterações na pinocitose, entre outras, podendo ter como 

consequência, o fornecimento inadequado de nutrientes (Seo et al., 

2012; Erickson et al., 2013) 

A ruptura da BHE inclui (1) o extravasamento de substâncias  

circundantes no SNC, podendo essas serem neurotóxicas; (2) disfunção 

do transportador p, que tem como consequência o fornecimento 

inadequado de nutrientes, o acúmulo de substâncias tóxicas e o aumento 

da entrada de compostos que são, normalmente, excluídos; e (Abbott, 
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2002); e a expressão e excreção de proteínas alteradas por células 

endoteliais, que podem resultar em ativação inflamatória, estresse 

oxidativo e danos neuronais (Armulik et al., 2010; Erickson e Banks, 

2013). 

Estudos em torno do envolvimento do-amilóide na ruptura da 

BHE têm sido realizados a cerca de 30 anos, e alguns autores tem 

mostrado que os fatores de ruptura da BHE, citados acima, estão 

presentes na doença de Alzheimer, sugerindo assim sua ruptura durante 

a doença (Ghersi-Egea et al., 1996). Outro ponto a ser justificado para 

correlacionar a ruptura da BHE e a doença 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 níveis de Albumina no SNC são elevados em 

pacientes com doença de Alzheimer (Alafuzoff et al., 1983).  

Mais recentemente, evidenciou-se que transportadores, como a 

glicoproteína P transportadora (Pgp) de múltiplos fármacos facilitam a 

entrada de -amilóide, quebrando a BHE (Donahue et al., 2006). 

Matsubara et al (1990) sugere ainda que, a BHE ainda regula a entrada 

de -amiloide no plasma para o SNC através do RAGE (Matsubara et 

al., 1999). Relatos de estudos com modelos experimentais de doença de 

Alzheimer e em pacientes pós-morten apresentaram níveis elevados de  

-amilóide 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 -amilóide no SNC ainda vem 

sendo estudadas em modelos experimentais (Erickson e Banks, 2013). 

 

1.4 PEPTÍDIO -AMILÓIDE 

O peptídeo -amilóide é derivado da clivagem altamente regulada 

e sequencial de proteína precursora amilóide (APP), uma proteína 

transmembranar, na qual existem três isoformas principais, denominadas 

APP695, APP751 e APP770, que são produzidas através do splicing 

alternativo de um mRNA simples e amplamente expressos no cérebro, 

-secretases e enzima de clivagem de proteína precursora de 

amilóide 1 (BACE 1) (Tanaka et al., 1988; Mehta et al., 2001; Laferla et 

al., 2007). 

Para que a APP seja processado totalmente em -amilóide, são 

necessárias enzimas secretases, que são produtos secretados para o 

espaço extracelular ou que permanecem associados a células, podendo 
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ser clivado pelas enzimas ,  ou  secretase (Zhang et al., 2011; 

Wilkins et al., 2016). A APP por si, não é neurotóxi -

amilóide até que sofra clivagem proteolítica (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 

consideráveis em neurônios, onde é classificado no complexo de Golgi 

e, em seguida, enviado para os axônios (Koo et al., 1990).  

A APP é, primeiramente clivado pela BACE1 (Burton et al., 

2008), liberando um domínio chamado de proteína percussora amilóde  

m fragmento C- terminal na APP 

(APP-CTF), ou C99, que será adicionalmente clivado por -secretase 

dentro da membrana celular, libertando peptídeos -amilóides 

neurotóxicos e domínio intracelular amilóide (Oe et al., 2006; Burton et 

al., 2008; Ford et al., -amilóide e a 

formação de emaranhados neurofibrilares intracelulares são as 

características patológicas predominantes na doença de Alzheimer 

(Querfurth  et al., 2010).  

Uma vez liberado, o -amilóide acumula-se e forma os primeiros 

oligômeros, então fibrilas e finalmente placas de proteína (Meyer-

-amilóide causam então, uma 

hiperfosforilação da proteína tau, associada à microtúbulos, fazendo 

-amilóide se acumule e forme emaranhados neurofibrilares, que 

causam disfunção sináptica e contribuem consideravelmente nos 

sintomas da doença de Alzheimer (Bierer et al., 1995; Brion, 1998; 

Macleod et al., 2015). 

O peptídeo amilóide induz a geração de ERO, com a possível 

contribuição de íons metálicos, o cobre (Cu) e o ferro (Fe), que estão 

presentes em depósitos amilódes (Huang, Atwood, et al., 1999; Huang, 

-amilóide 

contribui também para o estresse oxidativo ao prejudicar os sistemas 

antioxidantes celulares (Kim et al., 2003). 

A clivagem de APP pela -secretase produz -amilóide, contudo, 

não o suficiente para que o mesmo seja tóxico ou conduza ao 

desenvolvimento da doença de Alzheimer (Johnson et al., 2010; 

Macleod et al., 2015), contudo, libera o dominío extracelular solúvel de 

APP alfa (sAPP) em um processo chamado de derramamento de 
ectodomínio (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 

então clivado pela -secretase, para então liberar um peptídeo p3 
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(Nathalie et al., 2008). A clivagem pelas - e -secretases, produzem 

várias isoformas do peptídeo, que pode se agregar as placas senis 

(O'brien et al., 2009). A -secretase esta envolvida na clivagem da várias 

membranas transmembranares e sua clivagem são essenciais na 

maturação da APP (De Strooper et al., 1999; Takami et al., 2012). 

 

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO NA FORMAÇÃO DO PEPTÍDIO  

-AMILÓIDE 

A BACE1 é uma protease capaz de clivar o APP em sAPP e 

indutora de estresse oxidativo (Mercurio et al., 1999). O estresse 

oxidativo, a inflamação, o desequilíbrio da homeostase do cálcio, 

hipóxia, isquemia e as condições de traumatismo que ocorrem na doença 

de Alzheimer ativam a BACE1 (Buggia-Prevot et al., 2008; Tamagno et 

al., 2008), e sua desregulação poderia contribuir e possivelmente 

acelerar a patologia da doença de Alzheimer, aumentando a produção do 

peptídeo -amilóide (Tamagno et al., 2006; Tamagno et al., 2008; 

Sadleir et al., 2012). 

 
Figura 2: O estress oxidativo medeia a ativação de BACE1 induzida por β-

amiloide. Os peptídeos β-amiloide desencadeiam o estresse oxidativo induzindo 

a geração de EROs e prejudicando o sistema antioxidante. O estresse oxidativo 

e as citocinas inflamatórias ativam JNK, então seu fator de transcrição ativa 

BACE1. Como BACE1 produz peptídeos β-amiloides, um ciclo vicioso é 

estabelecido. BACE1, Enzima de Clivagem de Proteína Percussora Amilóide 1; 

JNK, Jun N-terminal Kinase. Adaptado de Chami e Checler, 2012. 
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Tem sido relatado que os níveis de enzimas antioxidantes é 

diminuída, enquanto que a inflamação, a produção de EROs e os níveis 

dos marcadores de estresse oxidativo são elevados no cérebro de 

pacientes com doença de Alzheimer (Sultana et al., 2010; Krstic et al., 

2013). O estresse oxidativo regula o aumento da atividade da -

-amiloide 

(Paola et al., 2000). 

Conforme mencionado, o -amilóide induz estresse oxidativo e 

este ativa BACE1, que indiretamente gera mais estresse oxidativo 

(Chami et al., 2012). Curiosamente, a peroxidação lipídica pode ser 

-amiloide (Pratico et al., 

2001). Por outro lado, o aumento do estresse oxidativo foi detectado nas 

proximidades de placas amilóides (Mclellan et al., 2003; Garcia-Alloza 

et al., 2006; Xie et al., 2015) e o peptídeo -amilóide mostrou por si só 

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-relação entre os 

estresse oxidativo e a patologia do -amiloide e a doença de Alzheimer 

ainda permanece mal compreendida (Chami e Checler, 2012). 

 

1.6 HIPÓTESE A SER TESTADA 

O estudo traz como hipótese que durante a meningite bacteriana 

ocorre a ativação do eixo -amilóide-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 ativação da via β-amilóide-RAGE é um 

componente importante na disfunção cognitiva a longo prazo em um 

modelo experimental de meningite pneumocócica. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Avaliar os níveis de β-amilóide, RAGE e HMGB1 no córtex 

pré-frontal e hipocampo de ratos Wistar adultos em 1, 3 e 10 dias após a 

indução de meningite pelo K. pneumoniae. 

- Avaliar os parâmetros comportamentais através da verificação 

da memória de habituação e reconhecimento em ratos Wistar adultos 10 

dias após a indução de meningite pelo K. pneumoniae com e sem a 

inibição do RAGE. 

- Avaliar os níveis de β-amilóide, RAGE e HMGB1 no córtex 

pré-frontal e hipocampo de ratos Wistar adultos em 10 dias após a 

indução de meningite pelo K. pneumoniae com e sem a inibição do 

RAGE. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

A pesquisa foi realizada nos Laboratórios de Neurociências 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 Experimentação 

Animal (CONCEA) para pesquisas utilizando animais (Protocolo 

021/2015-2). 

3.1 PREPARAÇÃO DO MICROORGANISMO INFECTANTE 

K. pneumoniae foi cultivada durante a noite em 10 ml de caldo 

Todd Hewitt, diluídas em meio fresco e crescidas até à fase logarítmica. 

A cultura foi centrifugada durante 10 min a (5000 g) e novamente 

suspensas em solução salina estéril a uma concentração de 1 × 10
6
 

UFCol/ml. O tamanho do inoculo foi confirmada pela cultura 

quantitativa (Irazuzta, J. E. et al., 2002; Barichello, T., Savi, G. D., et 

al., 2010). 

 

3.2 MODELO ANIMAL E INOCULAÇÃO BACTERIANA 

Foram utilizados ratos adultos Wistar machos com (250-300 g), 

provenientes do biotério da universidade. Todos os procedimentos 

cirúrgicos e inoculações bacterianas foram realizados sob anestesia, 

composta de uma administração 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 punção na cisterna magna 

com uma agulha calibre 23, recebendo 10 µL de solução salina estéril 

como placebo ou volume equivalente de suspensão bacteriana de K. 

pneumoniae. No momento da inoculação, os animais receberam 

reposição volêmica e foram subsequentemente devolvidos às suas 

gaiolas (Irazuzta et al., 2002; Irazuzta et al., 2008). Concomitantemente, 

os animais receberam ceftriaxona (100 mg/kg) intraperitonealmente, a 

cada 12h, durante sete dias. Após 10 dias, os animais estaram livres de 
infecção. 

Dezoito horas após a indução da meningite foi realizado a 

confirmação da infecção bacteriana, por uma cultura quantitativa de 5 

µL de LCR obtido por punção 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 CANULAÇÃO DOS ANIMAIS 

Seis dias após a indução, os animais foram submetidos a 

anestesia e colocados no aparelho estereotáxico; inicialmente foi 

removido a pele e o couro cabeludo dos ratos na região do crânio. Em 

seguida, inserido uma cânula 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 cânula assim implantada à 2.6 mm de 

profundidade no ventrículo lateral, a fim de atingir o hipocampo. A 

fixação da cânula foi feita com cimento acrílico. Os animais receberam, 

grupos controle, ou anticorpo RAGE, na mesma concentração, para o 

grupo meningite+Anti-corpo RAGE (Ac-RAGE), via cânula 

hipocampal, durante três dias consecutivos. 

 

3.4 DESENHO DO MODELO EXPERIMENTAL 

Os animais foram divididos entre os grupos experimentais 

Sham+Salina e Meningite+Salina para 1 e 3 dias, e em Sham + líquido 

cefalorraquidiano artificial (LCRa), Meningite+LCRa, 

Meningite+AcRAGE para 10 dias. Os animais foram eutanasiados por 

guilhotina e o cérebro removido e dissecado em córtex pré-frontal e 

hipocampo para as análises dos níveis de β-amilóide, RAGE e HMGB1 

por Western blotting. Estudos com modelo animal da doença de 

-amilóide, 

ativação de RAGE e HMGB1 tem início cronicamente (Arancio et al., 

2004; Armstrong, 2009; Carrano et al., 2011). 

Seis dias após a indução da meningite, os animais pertencentes ao 

grupo 10 dias, foram submetidos a cirurgia para colocação de cânula e 

retornaram a sua caixa moradia. No 7º, 8º e 9º dia, os animais receberam 

o LCRa, para os grupos Sham+LCRa e meningite+LCRa, e anticorpo 

RAGE (10g/Kg) para o grupo Meningite+AcRAGE, via cânula 

hipocampal e retornaram a sua caixa moradia. Dez dias após a indução, 

os animais foram submetidos aos testes comportamentais de habituação 
ao campo aberto e reconhecimento de objetos e logo após foram 

eutanasiados e as estruturas cerebrais hipocampo e córtex pré-frontal 

foram retiradas para a análise dos níveis de -amilóide, RAGE e 

HMGB1 por Western Blotting. 
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Figura 3: Representação do desenho experimental Os animais foram induzidos 

ao modelo experimental de meningite, em 18 horas, foi realizado confirmação 

da meningite e iniciado o tratamento com ATB para o grupo 10 dias. Em 24 

horas (1º dia) e em 3 dias, os animais pertencentes aos respectivos grupos, 

foram eutanasiados e suas estruturas cerebrais foram dissecadas e armazenadas 

a -80º C. No 6º dia, , os animais foram submetidos a cirurgia esteriotáxica de 

colocação de cânula hipocampal. No 7º dia, após o termino da 

antibioticoterapia, os animais receberam uma dose de 10 mg/Kg de Ac-RAGE, 

ou o mesmo equivalente de LCRa para os grupos controle, via cânula, que 

permaneceu até o 9º dia. Dez dias após a indução, os animais foram submetidos 

aos testes comportamentais e, posteriormente, eutanasiados e suas estruturas 

cerebrais foram dissecadas e armazenadas em -80º C para as análises de 

Western Blotting. Fonte: do autor. 

 

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS 

Os testes comportamentais de habituação ao campo aberto e de 

reconhecimento de objetos foram realizados 10 dias após a indução da 

meningite pneumocócica. 

3.5.1 Habituação 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 retângulos iguais 

por linhas pretas. Os animais foram cuidadosamente colocados no 

quadrante traseiro esquerdo, e deixados a explorar o campo por 5 min 

(sessão de treino). Em seguida, os animais foram levados de volta para a 

sua gaiola, e 24h após foram novamente submetidos a uma sessão de 

campo aberto semelhante (sessão de teste). O cruzamento das linhas 

pretas (crossing) e levantamentos (rearing) realizados em ambas as 

sessões foram contados. A diminuição do número de cruzamentos e 
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levantamentos entre as duas sessões foi tomado como uma medida da 

retenção de habituação (Roesler et al., 2003). 

 
Figura 4: Teste de habituação ao campo aberto. Os animais foram 

cuidadosamente colocados no quadrante traseiro esquerdo, e deixados a 

explorar o campo por 5 min (sessão de treino) e 24h após foram novamente 

submetidos a uma sessão de campo aberto semelhante (sessão de teste). O 

cruzamento das linhas pretas (crossing) e levantamentos (rearing) realizados 

em ambas as sessões foram contados. Fonte: do autor. 

 

3.5.2 Memória 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 habituação do animal. No segundo dia o animal foi recolocado no 

aparato, no qual estão dois objetos iguais. O objeto A e objeto B (forma, 

tamanho e cor), contou-se o tempo que o animal explorarou cada objeto 

(A e B) (De Lima et al., 2005). 
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Figura 5: Teste de memória de reconhecimento de objetos. No primeiro dia foi 

realizado o treino, onde o animal será colocado cuidadosamente no quadrado do 

canto posterior esquerdo do aparelho, no qual explorará o ambiente por 5 

minutos. No segundo dia o animal foi recolocado no aparato, no qual estão dois 

objetos iguais, o objeto A e objeto B, e contou-se o tempo que o animal 

explorou cada objeto. Fonte: do autor. 

 

3.6 TESTES BIOQUÍMICOS  

3.6.1 Análise por Western blotting 

Os níveis de β-amilóide, RAGE e HMGB1 foram analisados em 

amostras de estruturas cerebrais por Western blotting. Para tal análise, 

foi feito um gel preparativo em SDS-PAGE para realizar a separação 

eletroforética das proteínas das amostras. Após a eletroforese, colou-se o 

gel em tampão de transferência por 20-30 minutos por agitação. A 

membrana de PVDF foi cortada em dimensões ligeiramente superiores 

as dos gel a ser transferido e ativada, mergulhando-a em metanol por 1 

minuto. Após esse período, a membrana também foi mantida em tampão 

de transferência por 20 a 30 minutos sob agitação. O papel filtro foi 

cortado nas mesmas dimensões 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 revelação dos imunoblottings foi realizada através de ECL 

(anticorpo secundário ligado a peroxidase) e pela coloração usando 

NBT/BCIP (anticorpo secundário ligado a fosfatase alcalina) (Leal et 

al., 2002; Leal et al., 2006). Neste experimento foi utilizado 6 amostras 

por grupo. 

 

3.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

Os dados da tarefa de habituação ao campo aberto e memória 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 análises bioquímicas, 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 análises foram realizadas utilizando o programa 

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

A expressão do receptor RAGE, em 1, 3 e 10 dias após a 

indução da meningite por K. pneumoniae é representado pela figura 6 

Em 1 dia (6A) não houve a diferença na expressão do receptor em 

nenhuma das estruturas avaliadas. Em 3 dias (6B) após a indução, houve 

um aumento na expressão de RAGE no hipocampo e no córtex dos 

animais do grupo meningite, em comparação ao grupo Sham. Esse 

aumento foi observado também em 10 dias (6C) após a indução nos 

animais do grupo meningite, contudo, o grupo meningite que recebeu 

tratamento com Ac-RAGE, a expressão desse receptor foi diminuída em 

ambas as estruturas quando comparados ao grupo meningite. 
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Figura 6: Expressão do receptor RAGE no hipocampo e córtex pré-frontal de 

ratos Wistar em 1, 3 e 10 dias após a indução 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 diferenças dentro 

do grupo foram analisadas pelos testes de Wilcoxon. Os símbolos * indicam 

diferença estatística (p< 0,05) em comparação ao grupo sham e # indicam 

diferença (p< 0,05) quando comparado ao grupo meningite. 

 

A figura 7 demonstra a deposição do peptídeo -amiloide em 1, 3 e 10 

dias após a indução da meningite por K. pneumoniae. Em 1 e 3 dias (7A e 7B) 

após a indução não houve aumento na deposição do mesmo em nenhuma das 

estruturas, em ambos os grupo, contudo, em 10 dias foi observado a deposição 

do peptídeo no hipocampo e no córtex dos animais pertencentes ao grupo 

meningite (7C). Nos animais que receberam tratamento com Ac-RAGE, a 

deposição do mesmo foi reduzida (7C). 
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Figura 7: Deposição de -amilóide no hipocampo e córtex pré-frontal de ratos 

Wistar em 1, 3 e 10 dias após a indução 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 diferenças dentro do 

grupo foram analisadas pelos testes de Wilcoxon. Os símbolos * indicam 

diferença estatística (p< 0,05) em comparação ao grupo Sham e # indicam 

diferença (p< 0,05) quando comparado ao grupo meningite. 

 

A figura 8 demonstra os níveis de HMGB1 no em 1, 3 e 10 dias 

após a indução da meningite por K. pneumoniae. Em 1 e 3 dias (9A e 

9B) após a indução não houve aumento na deposição do mesmo em 

nenhuma das estruturas, em ambos os grupo, contudo, em 10 dias foi 

observado aumento dos níveis de HMGB1 no hipocampo e no córtex 

dos animais pertencentes ao grupo meningite (9C). Nos animais que 

receberam tratamento com Ac-RAGE, a deposição do mesmo foi 

reduzida (9C). 
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Figura 8: Níveis de HMGB1 no hipocampo e córtex pré-frontal de ratos Wistar 

em 1, 3 e 10 dias após a indução 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 diferenças dentro do grupo 

foram analisadas pelos testes de Wilcoxon. Os símbolos * indicam diferença 

estatística (p< 0,05) em comparação ao grupo Sham e # indicam diferença (p< 

0,05) quando comparado ao grupo meningite 

 

No teste comportamental de Habituação ao campo aberto (figura 

9), os animais do Sham apresentaram memória de habituação entres as 

sessões treino e teste; contudo, nos animais do grupo meningite, esse 

mesmo resultado não foi observado. Ao avaliar os animais pertencentes 

ao grupo meningite+AcRAGE, foi observado que os mesmo não 

apresentaram dano a memória, sendo seu desempenho neste teste, 

semelhante aos animais do grupo Sham. 
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Figura 9: Teste de habituação ao campo aberto 10 dias após a indução de 

meningite pela K. pneumoniae. Os dados são expressos como média ± EPM. 

*Diferença significativa entre o teste de formação (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 após a indução. Os animais pertencentes ao grupo meningite 

apresentaram dano à memória de reconhecimento, enquanto que os 

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 após a indução da 

meningite por K. pneumoniae. Os dados são apresentados como média ± EPM 

Diferença significativa entre o teste de formação (teste t pareado amostras de 

Student, p <0,05). 
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5 DISCUSSÃO 

Nesse estudo, demonstrou-se que a meningite por K. pneumoniae 

pode desencadear uma via da neurodegeneração através da sub 

regulação do receptor RAGE, aumentando a deposição de níveis de -

amilóide e HMGB-1 no hipocampo e no córtex pré-frontal. 

Infecções no cérebro promovem a inflamação, a invasão de 

leucócitos e estimulação a microglia. Uma vez ativada, a microglia 

libera efetores solúveis, tais como radicais livres, proteases, citocinas, 

aminoácidos excitatórios e HMGB1 (Gerber et al., 2010). O NF-B 

exerce um papel importante na inflamação, estresse oxidativo e 

apoptose. Em resposta a estímulos inflamatórios, HMGB-1 é secretado 

por macrófagos ativados (Wang et al., 1999; Bonaldi et al., 2003), 

células dendríticas mielóides (Lotze et al., 2005) e astrócitos (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 pró-inflamatórios liberados destas vias podem aumentar a 

produção de peptídeo -amilóide. Em seguida, este peptídeo liga-se ao 

receptor RAGE, mantendo uma elevada ativação inflamatória e a 

deposição de -amilóide 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 níveis de IL-1, TNF-, CINC-1, 

IL-6 e BDNF, encontraram-se elevados nas estruturas cerebrais em 

diferentes tempos após a indução da meningite (Barichello et al., 2014). 

Estudos In vivo e in vitro tem demonstrado que a ativação de células da 

microglia, desencadeada pela ligação do -amilóide ao receptor toll-

like-4 (TLR4) promove a liberação exacerbada de mediadores 

inflamatórios, dentre eles a IL-1, TNF- e EROs (Van Zoelen et al., 

2011), todos os quais pode resultar em degeneração neuronal e acelerar 

a progressão da doença de Alzheimer (Hanamsagar et al., 2012). Os 

resultados desse estudo mostraram haver um aumento na deposição de 

do peptídeo -amilóide e expressões de RAGE e HMGB1 no cérebro de 

ratos submetidos à meningite por K. pneumoniae. 

Em um modelo experimental de sepse, o bloqueio da expressão 

de RAGE ou a sua atividade reduziram a resposta inflamatória 

(Hofmann et al., 1999). RAGE é expressão 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 inflamatórios (Giamarellou, 2005; Giamarellos-

Bourboulis et al., 2009). Além disso, inibir a agregação de -amilóide e 

bloquear o eixo RAGE/-amilóide poderia ser um alvo para prevenir o 

comprometimento cognitivo de longo prazo em sobreviventes da doença 

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 produção e deposição de BACE1 e a ativação e 

translocação do fator nuclear de células T1 ativadas (NFTA1) para o 

núcleo ocorre em resposta a expressão de RAGE, que também é 

responsável por estimular a expressão funcional de BACE1 através da 

ativação de NFAT1, resultando em uma maior deposição de -amilóide 

no cérebro. O mesmo autor sugere ainda, que o RAGE exerce um papel 

fundamental da doença de doença de Alzheimer e sua importância como 

potencial alvo terapêutico (Cho et al., 2009). 

Em um modelo experimental de sepse, em que foi usado 

remifentanil como tratamento adjuvante, observou-se uma diminuição 

no na expressão de HMGB1 e atividade de NF-kB em múltiplos órgãos 

(Seo et al., 2017). Pacientes com sepse grave ou meningite apresentaram 

elevação dos níveis de HMGB-1. Este DAMP foi associado a uma 

inflamação prolongada, e piora a doença na sepse e meningite 

pneumocócica (Ueno et al., 2004; Hohne et al., 2013). Van Zoelen 

(2011) também relatou que muitas investigações sobre expressões de 

HMGB-1 são realizadas em pacientes com sepse em unidades de 

tratamento intensivo (UTIs), onde a taxa de mortalidade desta doença é 

maior (Van Zoelen et al., 2011).  

Nossos resultados são consistentes com esta conclusão, onde os 

níveis de RAGE, o HMGB1 e o -amilóide foram maiores no 

hipocampo e córtex pré-frontal em 10 dias, mas que esses níveis são 

reestabilizados quando é realizado o uso do Ac-RAGE. Demonstramos 

ainda que o RAGE no córtex pré-frontal em 3 dias encontra-se elevado, 

levando-nos a acreditar que esse é o primeiro mediador a ser ativado na 

via do eixo -amilóide-RAGE.  

Em outro estudo foi demonstrados que animais sobreviventes à 

meningite ou a sepse, mantêm uma liberação de mediadores pró-

inflamatórios e esses mediadores foram associados a um 

comprometimento cognitivo de longo prazo (Barichello et al., 2007). O 

bloqueio da cascata pró-inflamatória impediu o comprometimento 

cognitivo após 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 níveis 

de BACE1 e NF- -se aumentados em cérebro de pacientes 

com doença de Alzheimer (Chen et al., 2012). A ativação da via NF-B 

desempenha um papel importante na fisiopatologia da doença de 

Alzheimer, e bloqueando a ativação dessa via tem demonstrado a 

atenuação da disfunção cognitiva (Cai, Zhao, Yao, et al., 2011). O uso 

de Trien reduziu os níveis de AGES, e com isso, diminuiu a deposição 

de -amilóide e perda de sinapse no cérebro de animais induzidos a 

doença de Alzheimer. Neste mesmo estudo, foi observado a inibição da 

BACE1, demonstrando que o uso do Trien inibe a via -amilóide, 

incluindo a regulação de RAGE e NF-kB, revertendo assim, a disfunção 

cognitiva (Wang et al., 2013).  

Alguns estudos vêm indicando que a glicogênio sintase quinase-3 

(GSK3) pode desempenhar um papel importante no processamento de 

APP, modulando assim a atividade -secretase, facilitando a produção 

de -amilóide(Cohen et al., 2004). No estudo de Ly et al (2013) mostrou 

-

amilóde e a formação de placas neuríticas, revertendo ainda danos a 

memória de animais transgênicos do modelo de doença de Alzheimer 

(Ly et al., 2013). 

O estudo de Barichello et al (2014), demonstrou ainda que, os 

animais sobreviventes a meningite por K. pneumoniae, apresentaram 

dano a memória de habituação (Barichello et al., 2014), dados esses, 

também encontrados neste estudo. Um potencial fator para o declínio na 

memória durante a meningite por k. pneumoniae, poderia estar 

correlacionada ao processo inflamatório que acomete o hipocampo e 

córtex pré-frontal, isto porque, os mediadores inflamatórios estando 

elevados podem ter um efeito nocivo sobre a função cognitiva e de 

memória (Mcafoose et al., 2009; Yirmiya et al., 2011; Barichello et al., 

2014). 

Na tentativa de minimizar os danos a memória de aprendizagem, 

já observados devido a deposição de -amilóide 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 memória, ainda foi capaz de reduzir a 

expressão de NF, p65 e TLR-4, mediadores esses, que estão 

envolvidos na via de sinalização do -amilóide/RAGE (Chen et al., 

2016).  
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Estudos em torno de inibir a ativação de RAGE também vêm 

ganhando grande demanda nos últimos anos. Um estudo usando 

Quercetina como inibidor da via de sinalização do RAGE mostrou que o 

mesmo fez com a memória de aprendizagem melhorasse, ao comparar 

com os grupos que não o receberam, validando a hipótese de que a 

Quercetina exerce proteção neurvascular nos animais, além de melhora 

dos sistemas colinérgicos e a modulação microvascular (Liu et al., 

2013). 
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6 CONCLUSÃO 

Este estudo testemunhou que animais sobreviventes a meningite 

por K. pneumoniae apresentam aumento nos níveis de HMGB1, 

deposição damilóide e  da expressão de RAGE no hipocampo e 

córtex pré-frontal, sendo este último, já expresso em 3 dias após a 

indução da meningite, sugerindo ser ele o mediador principal da via do 

peptídeo -amilóide e o primeiro a ser expresso 

Danos a memória 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 sinalização do -amilóide/RAGE. O uso 

de um mediador, que tivesse como função inibir a ativação dessa via, foi 

proposto e evidenciou que exercer função protetora, tanto na memória 

do modelo, como inibir o aumento dos níveis de HMGB1, deposição 

de-amilóide e da expressão de RAGE. Embora nosso estudo seja 

capaz de elucidar a ligação entre doenças infecciosas e marcadores 

neurodegenerativos, outros estudos sobre os mecanismos envolvidos 

precisam ser realizados. 
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