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RESUMO

Avaliacao da integridade da barreira hematoencefalica em ratos Wistar jovens
submetido a meningite pneumococica

A meningite bacteriana é uma inflamacao das meninges e do espaco subaracnoideo
gue ocorre em resposta as bactérias. As criangas sao particularmente vulneraveis a
meningite bacteriana, dois tercos das mortes de meningite em paises de baixa renda
ocorrem entre criancas menores de 15 anos. Os principais agentes patogénicos
bacterianos causando meningite para além do periodo neonatal sdo Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae tipo b e Neisseria meningitidis. Objetivo avaliar
a integridade da barreira hematoencefélica de ratos jovens submetido a meningite
pneumocodcica. Os animais foram submetidos a inoculagao cisterna magna de
Salina estéril como placebo ou uma quantidade equivalente de uma suspensao de
s. pneumoniae na concentracdo 1x10°UFC/mL. Os animais foram mortos em
diferentes momentos apds a indugdo. O cérebro foi removido e o hipocampo e
cértex foram isolados e utilizados para a determinacao do rompimento da barreira
hematoencefélica. No hipocampo dos animais neonatos, o rompimento aconteceu
entre as horas 12 e 18 as apds a inducao de meningite pneumocadcica. No cértex
dos animais infantis o rompimento se deu em 18h, até 24horas. Conclusdo: o
rompimento da barreira hematoencefalica tanto em animais neonato e jovens
ocorreu nai primeiras horas apos a infeccao, desta torna-se necessario o diagndstico
eficaz e o inicio da antibioticoterapia para reverter possiveis dano.

Palavras-chave: Meningite; Streptococcus pneumoniae.
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1 INTRODUCAO

O corpo possui um centro de controle de resposta rapida, o sistema
nervoso (SN) o qual tem duas divisdes, o sistema nervoso central (SNC) e o sistema
nervoso periférico (SNP) (TORTORA, 2000).

Dentro do SNC, diversos tipos de informagdes sensitivas sédo integradas e
correlacionados, pensamentos e emocbes sdao gerados, meméria é formada e
armazenada. A maioria dos impulsos nervosos que estimulam a contracdo muscular
e a secrecao glandular origina-se no SNC (TORTORA, 2000).

O SNC consiste do encéfalo e da medula espinal. O encéfalo na cavidade
craniana e a medula espinhal, na cavidade vertebral (TORTORA, 1988). O encéfalo
€ composto de aproximadamente 100 bilhées de neurdnios e 1trilhdo de neuroglias.
Ele € um dos maiores 6rgaos do corpo, pesando cerca de 1.300g. (TORTORA,
2000). O encéfalo ainda apresenta trés importantes divisées: cérebro, cerebelo e
tronco encefalico. No cérebro, encontramos uma subdivisdo, que é composto por
telencéfalo e diencéfalo. No cerebelo, como no cérebro, também encontramos
divisbes anatdmicas importantes que sdo o cortex, nucleos profundos e diencéfalo.
A Ultima das divisbes do encéfalo é o tronco encefalico que por sua vez esta
subdividido em: mesencéfalo, ponte e bulbo (LENT, 2008). Acima do tronco do
encéfalo esta o diencéfalo, consistindo principalmente do talamo e do hipotalamo
(TORTORA, 2000).

1.1 Meninges

As meninges séo revestimentos continuos de tecido conjuntivo em torno
da medula espinhal e do encéfalo. Elas sdo denominadas respectivamente,
meninges espinhais e meninges encefalicas (TORTORA, 2000). As meninges sao
formadas por trés membranas que envolvem o neuro-eixo responsavel por fornecer
protecdo ao encéfalo e medula espinhal. Posicionadas anatomicamente dentro da
caixa craniana e medula espinhal. De fora para dentro as meninges sao dispostas
em: dura-mater, aracnoide e pia-mater (BURT, 1995).

A meninge mais externa é denominada dura-mater (TORTORA, 2000). A
primeira membrana de fora para dentro, a dura-mater € composta por tecido fibroso

espesso e consiste na maior parte de fibras colagenas e fibrosas, formando um saco
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resistente e inelastico que envolve o encéfalo e a medula espinhal, sendo assim,
como todo tecido conjuntivo a dura-mater € rica em fibroblastos. Onde essas células
produzem uma grande quantidade de colageno que as torna rigida e resistente. E
vascularizada e inervada; como o encéfalo ndo possue terminacdes nervosas
sensitivas, toda ou quase toda a sensibilidade intracraniana se localiza na dura-
mater, responsavel pela maioria das dores de cabeca, apresentando-se em duas
camadas, onde a camada mais externa estd firmemente aderida aos 0ssos
cranianos com seu periésteo. A camada interna da dura-mater, com menor
espessura, volta-se para dentro em certos lados para tornar divisbes na area do
encéfalo (LENT, 2005)

A meninge média € denominada aracnoide, devido ao seu delicado
arranjo em forma de teia de aranha, de fibras colagenas e elasticas, mas sua
consisténcia € menos rigida do que a da dura-mater. A segunda membrana, a
aracndide, € composta por uma membrana serosa e fragil, formando uma espécie
de amortecedor do encéfalo. A aracndide é avascular, tendo em vista que o0s vasos
que nutrem o encéfalo e a medula correm na pia-mater aderida intimamente ao
tecido nervoso e acompanham todas as suas saliéncias e depressdes (BURT,
1995).

A meninge mais interna é a pia-mater, uma membrana transparente de
fibras colagenas e elasticas que adere a superficie da medula e do encéfalo. Ela
contém numerosos vasos sanguineos é também a mais fina e delicada das
meninges, acompanhando todas as saliéncias, depressdes e fissuras maiores do
cerebelo, ligando ao epéndima onde falta tecido nervoso para separa-los, forma a
tela corbéidea de cada ventriculo e seus plexos coréides. Entre a aracndide e a pia-
mater esta a cavidade subaracnéide, onde circula o LCR (TORTORA, 2000).

A dura-mater e a aracnoide aderente ao espago subaracndide seguem o
contorno do calvario, enquanto a pia-mater segue o contorno do encéfalo. Como
resultado, o espaco subaracndide ndao é uniforme. As areas onde esse espacgo
subaracnéide estd aumentando sdo chamadas de cisternas subaracnéides sendo, a
maior delas a cisterna magna (BURT, 1995). Ocupa o espaco entre a face inferior do
cérebro e a face dorsal do bulbo o tecto do IV ventriculo (MACHADO; CAMPOS,
2004).
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1.2 Barreira Hematoencefalica

BHE como o encéfalo é o principal centro de controle do corpo, suas
células devem estar protegidas de substancias potencialmente perigosas presentes
no sangue. Os capilares no encéfalo sdo muito menos permeaveis que a maioria
dos capilares do corpo, e eles excluem muitas moléculas que atravessam os outros
vasos capilares, sendo que, as células endoteliais que formam as paredes dos
capilares encefalicos sdo as mesmas que as dos outros capilares, mas, a baixa
permeabilidade dos capilares € pela maneira pela qual as células endoteliais destes
se unem umas as outras. Estas sao ligadas pelas chamadas jun¢des fechadas, isto
€, as membranas das células endoteliais adjacentes estdo intimamente fundidas
umas as outras (SILVERTHORN, 2003).

A BHE (Figura 1) é uma barreira estrutural e funcional que é formada por
células endoteliais microvascular do cérebro, astrécitos e pericitos. Ela mantém a
neural eventualidades, regulando a passagem de moléculas dentro e fora do cérebro
e protege o cérebro de qualquer microrganismos e toxinas que estao circulando no
sangue. Células endoteliais microvascular cérebro tém caracteristicas distintivas, tais
como jungdes apertadas e baixas taxas de Pinocitose (KIM, 2008).

Existem quatro meios de passagem de substéncias pela barreira:

1. difusao livre que sé é possivel para substancias lipossoluveis;

2. transporte mediado por receptores a favor do gradiente de concentracao;

3. transporte mediado por receptores contra o gradiente de concentracao;

4. passagem por canais ibnicos, que permitem a passagem de diferentes ions,
(LENT, 2005).

Pode-se dizer que entre as fungdes da BHE estao: (1) garantir o equilibrio
ibnico do compartimento intersticial do tecido nervoso, (2) medir a entrada
controlada de substancias de importancia fisiolégica, (3) possibilitar a saida de
substancia que se acumulem no tecido nervoso com potencial de risco de
neurotoxicidade. Além disso, recentemente se revelou uma quarta fungdo da
barreira, que é a de metabolizar as aminas circulantes, inativando-as para que nao

penetrem no tecido nervoso e interfiram com a transmissao sinaptica (LENT, 2005).



13

Limen do vaso sansuineo

Astrocito

Pericito

Membrana basal Célula Endotelial

Neuronio Juncio celular

Monocito e

&2

Linfocito . Neutrofilo

—— Juncio celular
BHE.“ @ @ |l |l @ @ ® | @ |@ |- CéhlaEndotelial

— DMembrana basal

Astrocito
Cérebro m

Figura 01: Barreira Hematoencefalica, adaptado de Kim, 2008

Microglia

Agentes patogénicos podem atravessar a BHE através dos mercanismos
transcelular, paracelular ou pelo mecanismo de cavalo de tréia (Figura 2). A
travessia transcelular refere-se a penetragdo microbiana através de células de
barreira sem qualquer evidéncia de microrganismos entre as células ou de
interrupgdo das jungdes intercelulares. A travessia paracelular € definida como
microbiana penetragdo entre as células da barreira com e/ou sem evidéncia de
interrupgdo das jungées. O mecanismo de cavalo de trdia envolve penetracdo
microbiana das células da barreira usando transmigracdo dentro os fagécitos
infectados (KIM, 2008).
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Figura 02: Mecanismos envolvidos na passagem microbiana da BHE adaptado de (Kim, 2008).

Juncio celular
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Figura 03: Juncao celular, adaptado de Kim 2008.
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Figura 04: Passagem celular, adaptado de Kim 2008.
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1.3 Meningite

Meningite € um processo inflamatério das membranas leptomeningeas
(pia-aracnoide que envolvem o espaco subaracndéide) que envolvem o encéfalo e a
medula espinhal. A infecgcdo pode atingir, por contiglidade, estruturas do sistema
nervoso central (VERONESI; FOCACCIA, 2005).

A meningite gera complexos cerebrais causando prejuizos
neuropsicolégicos e cognitivos. Através de uma reacgao inflamatéria e apoptose,
independente do organismo patogénico (IRAZUZTA et al, 2005).

Cérebro 35 ¢asos sdo divididos em meningites agudas, subagudas e cronicas, de
acordo com a rapidez com que se desenvolve o processo inflamatério. Esta rapidez
esta relacionada com a natureza do microorganismo infeccioso (MILLER; JUBLET,
2002).

1.3.1 Meningite aguda

A Meningite bacteriana aguda (MBA) é um processo inflamatério que
envolve a aracndide, a pia-mater, e o LCR como resultado da inflamacao do SNC
por bactérias. Sendo que, inumeros microrganismos podem causar MBA, e a maioria

dos pacientes apresenta febre, cefaléia continua e rebelde a medicacao analgésica,
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inquietacdo, agitagdo, confusdo mental, delirio ou torpor, constipacdo intestinal,
hipertrofia muscular caracterizada, sobretudo pela rigidez de nuca, sinais oculares
(estrabismos, midriase, etc.), mialgia de inicio subito (menos de 24 horas), 10 a 20%
tem alteracées dos pares cranianos, convulsées podem aparecer desde o inicio do
quadro em 15 a 30% dos casos, localizadas ou generalizadas, petéquias podem
estar presentes (PRADO et al; 2003).

As principais complicagbes da MB sao perda da audigao, distarbio de
linguagem, retardo mental, anormalidade motora e disturbios visuais (BRASIL,
2005).

1.3.2 Meningite crénica

A meningite crénica € uma sindrome clinica, causada por agentes
infecciosos e nao infecciosos, caracterizados pela persisténcia de sinais e sintomas
de meningite, como cefaléia holocraniana, febre, rigidez de nuca, nduseas, vomitos,
letargia, com duracao superior de quatro semanas, sem melhora (VERONESI e
FOCACCIA, 2005).

A meningite cronica corresponde a cerca de 10% de todos os casos de
meningite. Pacientes imunossuprimidos apresentam maior desenvolvimento de
meningite cronica (IRAZUTA et al, 2002).

Sao inumerosos os agentes das meningites cronicas, incluindo bactérias,
virus, fungos, parasitas, agentes quimicos, drogas, neoplasias, doengcas metabdlicas
(como sarcoidose), doencas auto-imunes (lUpus eritematoso). Algumas meningites
cronicas podem apresentar um carater recorrente, tais como: herpes simples,
infecgdes pos-traumatica, focos infecciosos parameningeos, meningite induzida por
drogas (VERONESI; FOCACCIA, 2005).

1.4 Streptococcus pneumoniae

1.4.1 Caracteristicas

O S.pneumoniae é um diplococo gram-positivo, um patdgeno

frequentemente encontrado em enfermidades infecciosas na comunidade em geral,
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sendo o principal agente de pneumonia, meningite, otite média e sinusite ocorrendo
em todas as idades (GIL-SETAS et al, 2004).

Em meio agar-sangue produzem a-hemolise, produz exotoxina,
hemolisina, toxina que destr6i a hemoglobina em um produto de degradacao
esverdeada. Mais de 98% dos isolados pneumocdcicos sao suscetiveis a
etilidrocupreina (optoquina) e praticamente todas as colénias sdo dissolvidas por
sais biliares; essas reacdes constituem a base da identificagcdo laboratorial
(LEVINSON; JAWETZ, 2005).

1.4.2 Doenca

Os danos neurolégicos causados na meningite por S. pneumoniae nao é
apenas infeccdo nas meninges, mas também comprometimento da vascularizacao
cerebral, edema cerebral, necrose cerebral e hidrocefalite. A infec¢do pode causar
hemorragia intra-craniana como uma das complica¢des vasculaes, em alguns casos,
causando meningo encefalie (DAVIS; GREENLEE, 2003).

A mortalidade e a ocorréncia de sequelas neurolégicas sao mais
frequentes na meningite pneumocécica quando compara as meningites causadas
por outros agentes (PRADO et al; 2003).

1.4.3 Colonizacao e passagem pela barreira hematoencefalica

Os pneumococos colonizam a nasofaringe e se disseminam de um
individuo para outro por transmissao direta ou por goticulas, ou como resultado de
contato intimo; a transmissdo pode aumentar em aglomeracdes ou ambientes com
ventilagdo precaria. O risco de pneumonia pneumocdcica ndo aumenta pelo contato
em escolas ou locais de trabalho (HARRISON; BRAUNWALD, 2006).

As infecgbes pneumocécicas ndao sao consideradas contagiosas porque
uma proporcao (5-50%) de uma populacdo saudavel carrega microrganismos
virulentos na orofaringe. A resisténcia € alta em individuos jovens e saudaveis, e a
doenca resulta mais frequentemente quando fatores de predisposicdo estao
presentes (LEVINSON; JAWETZ, 2005).
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A bactéria S. pneumoniae, € um dos principais patdgenos causadores da
MB em termos de mortalidade e morbidade, é uma bactéria que pode ser
encontrada como um comensal do trato respiratério superior em humanos, e a
colonizagao assintomatica ocorre em até 100% da populacdo normal. A doenca
invasiva € sucedida pela colonizacdo nasofaringea, seguida por bacteremia e
invasdo do SNC (MELI et al, 2002).

O S. pneumoniae € um microrganismo encapsulado que possui
caracteristicas que o permitem invadir o hospedeiro pelo trato aéreo superior, onde
proteinas especializadas conduzem a paralisia dos cilios celulares. O hospedeiro é
incapaz de erradicar o microrganismo e este é capaz de invadir a mucosa e ir para a
circulacdo sanguinea. O microrganismo pode entdo cruzar a BHE e proliferar no
SNC, resultando em uma inflamagao (SOMAND; MEURER, 2009).

Este patégeno cruza a BHE pelo mecanismo transcelular, pois, ele
atravessa sem evidéncia de dano ou detecgdo do microrganismo entre as células
(KIM, 2008).

1.4.4 Mecanismo de patogenicidade

O principal fator de viruléncia de S. pneumoniae é capsula de
polissacarideos; que evita que o microrganismo seja fagocitado, opsonizado e morto
pelas células fagocitarias do hospedeiro (KONEMAN, 2008).

A resposta inflamatoria induzida pela parede celular das bactérias Gram-
positivas inclui o recrutamento de leucécitos polimorfonucleares (PMN), mudancgas
na permeabilidade e perfusao e liberacao de citocinas (SILVA, 1999).

Os componentes da parede celular do S. pneumoniae, incluindo &cido
teicoico, substancia C e peptidoglicano, ativam o complemento pela via alternativa; a
reacao entre as estruturas da parede celular e os anticorpos que estdo presentes em
todos os seres humanos também ativa a via classica do complemento (HARRISON;
BRAUNWALD, 2006).

A toxina pneumocécica pneumolisina € a mais importante toxina do S.
pneumoniae. Pertence a familia das citolisinas colesterol dependente, esta toxina
liga-se ao colesterol das membranas formando grandes poros e destruindo a
integridade da membrana ocasionando a morte celular, também possuem efeitos
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préinflamatérios que incluem ativagdo do complemento; ativagcdo de neutréfilos e
aumento na produgao de TNF-q, IL-1 e oxido nitrico (BRAUN et al, 2007).

A aderéncia inicial do S. pneumoniae a mucosa nasofaringea
aparentemente ndo é mediada pelo material capsular, mas se aderem as células
nasofarigeas humanas por interagdo especificas de adesinas da superficie
bacteriana, como o antigeno de superficie pneumocécica A ou as proteinas de
ligacdo a colina, com os receptores celulares epiteliais. A variacdo de fase
pneumocadcica, na qual os microrganismos podem formar colénias transparentes ou
opacas, também podem exercer um papel na aderéncia (KONEMAN, 2008).

Os pneumococos produzem protease IgA, que reforca a habilidade do
organismo para colonizar a mucosa do trato respiratorio inferior. Nao produzem
toxinas conhecidas com um papel importante na patogenicidade. Eles produzem
protease IgA, o que pode aumentar a capacidade do organismo para colonizar a
mucosa do trato respiratério superior (LEVINSON; JAWETZ, 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a integridade da BHE em cérebro de ratos Wistar submetidos a

meningite pneumocdcica.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a integridade da BHE em cérebros de ratos jovens submetidos a
meningite pneumocécica;
Avaliar a integridade da BHE em cérebros de ratos neonatos submetidos

a meningite pneumocdcica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de realizacao da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Microbiologia Experimental,
Fisiopatologia Experimental da Universidade do Extremo Sul Catarinense, UNESC,
Criciuma, SC, Brasil, apés autorizacdo do comité de ética da UNESC, Protocolo
55/2010

3.2 Critério de exclusao, suspensao ou encerramento da pesquisa

Os animais ratos Wistar jovens foram excluidos da pesquisa quando
apresentaram peso inferior a 15g ou superior a 20g, deficiéncia visual, motora ou
qualquer ma formacao aparente. Os animais ratos Wistar neonatos foram excluidos
da pesquisa quando apresentarem peso inferior a 8g ou superior a 129, deficiéncia
visual, motora ou qualquer ma formacao aparente. Correu-se o risco de ter o

encerramento da pesquisa, caso ocorresse o sofrimento dos animais.

3.3 Calculo do tamanho da amostra

Com base em estudos prévios em pacientes e estudos em modelos
animais, para uma diferenca de até 20% nos parametros que foram analisados entre
0S grupos, com uma variancia de no maximo 10% entre as médias calculou-se um
tamanho de amostra de 5 animais por grupo, para um erro alfa de 0,05 e um poder
de 80%.

3.4 Modelo animal

O modelo foi organizado em 2 grupos experimentais contendo 60 animais
em cada grupo, totalizando 120 ratos Wistar neonatos, com 3 a 4 dias de vida. Os
experimentos foram realizados em diferentes tempos: grupo meningite - 3 horas, 6
horas, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 30 horas ap6s a indu¢do da meningite, e grupo

sham.
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3.5 Protocolo para inducao da meningite

Foram utilizados ratos Wistar jovens, pesando ente 15 e 20g, com 11 dias
de vida, e ratos Wistar neonatos, 3 a 4 dias de vida, pensando 8 a 12g, provindos da
colénia de reprodugdo do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense,
Unesc. Todos os procedimentos cirdrgicos e inoculagdo da suspensao bacteriana
foram realizados sob anestesia, consistindo de uma administracéo intraperitoneal de
cetamina (6,6 mg / kg), xilazina (0,3 mg / kg), (HOOGMAN, 2007; GRANDGIRARD
et al, 2007). Os ratos foram submetidos a uma puncao na cisterna magna com uma
agulha namero 23. A posi¢cdo da agulha foi verificada pelo fluxo livre do liquor
cerebral desobstruido. Apds a sua recuperacdo da anestesia, os animais foram
alimentados ad libitum. A meningite foi confirmada por uma cultura quantitativa de
5uL de liquido cefalorraquidiano, obtido por pung¢édo da cisterna magna, semeadas
em placas de agar sangue de carneiro 5% e incubadas a temperatura de 37°C
durante 24 horas (IRAZUZTA et al 2002; SURY et al., 2008).

3.6 Permeabilidade da barreira hemato-encefalica por Azul de Evans

A integridade da barreira hemato-encefalica foi investigada através de
extravasamento do corante azul de Evans (SMITH et al., 1996).Foi injetado 1mL via
i.p de azul de Evans (1%) 1h antes de serem mortos (COIMBRA et al, 2007). Os
animais foram anestesiados, consistindo de uma administracao intraperitoneal de
cetamina (6,6 mg/kg), xilazina (0,3 mg/kg) e acepromazina (0,16 mg / KkQ)
(HOOGMAN, 2007; GRANDGIRARD et al, 2007), o térax foi aberto posteriormente,
o cérebro foi perfundido com 200mL de solugdo salina através do ventriculo
esquerdo na pressao de 100mmHg até que o fluido de perfuséo incolor fosse obtido
a partir do atrio direito. Assim, os animais foram sacrificados em diferentes tempos:
3, 6, 12, 18, 24, 30 h ap6s a indugdo de meningite pneumocécica. As estruturas
cerebrais hipocampo e cortex cerebral foram retiradas para avaliagdo da BHE. As
amostras foram pesadas e colocadas em 50% de solucéo tricloroacético. Apéds
homogeneizacéo e centrifugacdo, o corante extraido foi diluido com etanol (1:3), e
foi determinada a sua fluorescéncia (excitacdo em 620nm e emissdo a 680nm) com
um espectrofotdmetro de luminescéncia (Hitachi 650-40, Téquio, Japao). Os calculos
foram baseados no padréao externo (62,5-500ng / mL) no mesmo solvente. O teor de
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azul de Evans no tecido foi quantificado a partir de uma linha padrao linear derivada
de quantidades conhecidas do corante e expressa por grama de tecido (SMITH, et
al., 1996). Apos a retirada das estruturas, os animais foram acomodados em saco
branco leitoso, sendo transportado por empresa contratada pela universidade, para

descarte como residuo infectante.

3.7 Analises estatisticas

As variaveis foram apresentadas em média + S.E.M. de 5-6 animais em
cada grupo. Diferencas entre os grupos foram avaliadas por analise de variancia
(ANOVA), seguido de Student-Newman-Keuls post hoc. p <0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

A mortalidade dos animais no grupo sham foi 16,6% e 47,3% no grupo de
meningite. No cértex dos animais neonatos, figura 03, observou-se o rompimento da
BHE as 12h, e permaneceu até as 24 horas apds a inducdo. No hipocampo o
rompimento da BHE ocorreu as 12 pemenecendo até 18 horas apds a inducdo da

meningite.

4.1 Hipocampo e cortex de ratos infantis

Conforme a figura 06, o rompimento da BHE com meningite pneumoniae
foi identificada em trés tempos, ocorrendo as 12, 18 e 24 horas apods a inducao.
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Figura 05: Hipocampo e cortex de ratos infantis. Os resultados mostram a média + S.E.M. de 5
animais em cada grupo. Os simbolos indicam estatisticamente significativa quando comparados ao
grupo sham * p <0,05.

A integridade da BHE foi investigada através de extravasamento do
corante azul de Evan no hipocampo e no cortex, apos a inducao de meningite por S.
pneumoniae. Figura 5A, hipocampo e 5B, cértex, mostram que o extravasamento foi
obtido em varios tempos, aos 3, 6, 12, 18, 24 e 30 h apds a indugédo da meningite. A
integridade da BHE foi avaliada por fluorescéncia e determinada (excitacdo em 620
nm e emissdao a 680 nm) com um espectrofotbmetro de luminescéncia e os
resultados sdo mostrados como ng / mg de tecido. Os resultados mostram a média *
S.E.M. de 5 animais em cada grupo. Os simbolos indicam estatisticamente
significativa quando comparados ao grupo sham * p <0,05.
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4.2 Hipocampo e cortex de ratos neonatos

Hipocampo Cortex
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B Meningitis B Meningitis
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Figura 06: Hipocampo e cértex de ratos neonatos. Os resultados mostram a média + S.E.M. de 5
animais em cada grupo. Os simbolos indicam estatisticamente significativa quando comparados ao

grupo sham * p <0,05.

A integridade da BHE foi investigada através de extravasamento do
corante azul de Evan no hipocampo e no cértex, apds a indugdo de meningite por S.
pneumoniae. Figura 5A, hipocampo e 5B, cortex mostram que o extravasamento foi
obtido em varios tempos, aos 3, 6, 12, 18, 24 e 30 h apds a indugdo da meningite. A
integridade da BHE foi avaliada por fluorescéncia foi determinada (excitacdo em 620
nm e emissao a 680 nm) com um espectrofotémetro e luminescéncia e os resultados
sdo mostrados como ng / mg de tecido. Os resultados mostram a média £+ S.E.M. de
5 animais em cada grupo. Os simbolos indicam estatisticamente significativa quando

comparados ao grupo sham * p <0,05.

4.3 Discussao

A invasao bacteriana das meninges induz uma resposta imune complexa
(COIMBRA et al, 2006). As células da glia, células endoteliais e macrofagos podem
produzir citocinas e outras moléculas pro-inflamatérias em resposta ao

microorganismo S. pneumoniae e suas grandes quantidads de componentes
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subcapsular que séo liberadas, que incluem lipopolissacarideo, acido lipoteicéico,
pneumolisina e DNA bacteriano (HIRST et al, 2004).

As citocinas podem ativar membros das Src-familia cinases (SFKs) que
participam no regulamento da disfuncdo associado a inflamacao endotelial da BHE
(NWARIAKU et al, 2002). A producao de citocinas no cérebro foi acompanhada pela
fosfotirosina elevada em vasos sanguineos in vivo (BOLTON et al, 1998). A BHE foi
danificada entre 12 e 24 horas ap6s a inducao da meningite S. pneumoniae .

de Vries e colaboradores (1996) demonstram in vitro, que as citocinas
indiziram a quebra da BHE cultura, de células bovinas indicando que todas as
citocinas ativam as células endoteliais cerebrais para produzir eicosandides, que
posteriormente induzirdo a quebra da BHE. Algunas metaloproteinases (MMPs) sao
induzidas por varias citocinas e quimiocinas (BIDDISON et al, 1997 e LEPPERT et
al, 2001). As MMPs parecem desempenhar um papel central no desenvolvimento de
meningite bacteriana,a quebra da BHE e a producédo intratecal de citocinas e o
acumulo de leucécitos derivados do sangue (LEIB, et al, 2000). No modelo de
meningite utilizado ratos, o tratamento com inibidor das MMP atenuou no
rompimento da BHE na diminuigcao da presséao intracraniana (PAUL et al, 1998). A
quebra aguda da BHE, a produgdo de citocinas e acumulo de leucécitos séo
eventos chave no desenvolvimento de doencas que levam a edema cerebral e

lesbes neuronal na meningite bacteriana (LEIB; TAUBER, 1999).
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CONCLUSAO

Concluimos que o tempo em que observamos a quebra da BHE esta
associada com os niveis de quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias durante a
meningite. Nossos resultados sugerem que o0s ratos jovens, sao capazes de criar um
ambiente inflamatérias com a producao das citocinas e quimiocinas,e o com o dano
causado pela meningite muitas criangcas apresentam sequelas severas ou
moderadamente severas a meningite ainda se mantém como uma das patologia
mais preocupantes do nosso meio tem um rapido diagnostico e tratamento eficaz
desde que haja precocidade na investigacdo e esta nao seja atrasada pelo uso de
inadequado de antibiético.
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