UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE - UNESC
PROGRAMA DE POS-GRADUAAQAO EM CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

FLAVIO TARDIN

O PAPEL DO RECEPTOR PARA PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO
AVANCADA (RAGE) EM MODELO EXPERIMENTAL DE
MENINGITE PNEUMOCOCICA

CRICIUMA, FEVEREIRO DE 2020



FLAVIO TARDIN

O PAPEL DO RECEPTOR PARA PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO
AVANCADA (RAGE) EM MODELO EXPERIMENTAL DE
MENINGITE PNEUMOCOCICA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias da
Saulde para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude.

Orientadora: Profa. Dra. Tatiana Barichello

Co-orientadora: Dra. Jaqueline da Silva
Generoso

CRICIUMA, FEVEREIRO DE 2020



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacdo

T183p Tardin, Flévio.
O papel do receptor para produtos finais de
glicacdo avancada (RAGE) em modelo experimental de

meningite pneumocdcica / Flavio Tardin. - 2019.
64 p. @ 1il.
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade do Extremo

Sul Catarinense, Programa de Pbés-Graduacdo em

Ciéncias da Saude, Cricitma, 2019.
Orientacgdo: Tatiana Barichello.
Coorientacgdo: Jaqueline da Silva Generoso.

1. Meningite pneumocdcica. 2. Receptor ©para
produtos finais de glicacdo avancada (RAGE). 3.
Processo inflamatério. I. Titulo.

CDD 23. ed. 616.82

Bibliotecdria Eliziane de Lucca Alosilla - CRB 14/1101
Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC




L 4

UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE - UNESC
PRO-REITORIA ACADEMICA - PROACAD
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Sadude (Mestrado e Doutorado)
Recomendado pela CAPES - Homologado pelo CNE - Portaria N° 609 de 14.03.2019

ATA DE MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE ~ N° 339

Com inicio as Sh (nove horas) do dia onze de fevereiro de 2020 (dois mil e vinte),
realizou-se, no Mini Auditério do Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da
Salide da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), o seminario formal de
apresentagao dos resultados da dissertagdo de Mestrado de Flavio Tardin Silva
sob a orientagdo da Profa. Dra. Tatiana Barichello intitulada “O PAPEL DO
RECEPTOR PARA PRODUTOS FINAIS DE GLICAGAO AVANGADA (RAGE) EM
MODELO EXPERIMENTAL DE MENINGITE PNEUMOCOCICA". A dissertagdo foi
examinada por uma banca examinadora constituida pelos seguintes membros:
Profa. Dra. Cinara Ludvig Gongalves (Universidade do Extremo Sul Catarinense -
UNESC) -~ Conceito final: Aprovado, Profa. Dra. Cristiane Ritter (Universidade do
Extremo Sul Catarinense - UNESC) - Conceito final: Aprovado e Profa, Dra. Fabricia
Cardoso Petronilho (Universidade do Sul de Santa Catarina - UNISUL) - Conceito
final: Aprovado. Com o resultado final: APROVADO, o aluno finalizou seus estudos
em nivel de Mestrado, fazendo jus ao grau de MESTRE EM CIENCIAS DA SAUDE.
Os trabalhos foram concluidos as 10h (dez horas), dos quais eu, Fernanda Nunes
Peruchi, Assistente Administrativo do Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da
Salde da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC lavrei a presente ata,
que assino juntamente com o Prof. Dr. Felipe Dal Pizzol, Coordenador do Programa.
Criciima, 11 (onze) de fevereiro de 2020 (dois mil e vinte).

—
Prof. Dr. Félipe Dal Pizzol Fernanda II;IOO Peruchi
Coordepador do PPGCS Assistente. inistrativo



FOLHA INFORMATIVA

A tese foi elaborada seguindo o estilo Vancouver e sera apresentada no formato
tradicional.
Este trabalho foi realizado nas instala¢des do Laboratorio de Fisiopatologia
Experimental do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude.



Ao amor da minha vida, Leticia Lauton,

parceira perfeita em tudo.



Agradecimentos

A minha orientadora Profa. Dra. Tatiana Barichello e co-orientadora Dra.
Jaqueline Generoso, muito obrigado;

Aos colegas deliberativos que proporcionaram prazer e leveza a jornada.



Sonhos determinam o que vocé quer.
Acao determina o0 que vocé conquista.

Aldo Novak



RESUMO

A inflamacdo das meninges é conhecida como meningite que pode ser gerada pela
bactéria Streptococcus pneumoniae que induz uma robusta resposta imunoldgica no
hospedeiro. A doenca evidencia alto indice de mortalidade e de morbilidade em
diversas partes do mundo, mesmo com todos 0S progressos nas pesquisas para
atenuacao da patologia. A meningite pneumocdcica ativa os processos inflamatorios
expandindo a producéo de citocinas e quimiocinas, as quais acarretam uma série de
sucessivos processos inflamatorios intermediarios culminando na producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e na deposicdo de proteinas amiloides. Esse
aumento e deposicdo do peptideo B-amiloide propicia locais conexos para
receptores de produtos finais da glicacdo avancada (RAGE) nos neurbnios e
micréglia. O processo relacionado ao RAGE com seu ligante pode ativar diversas
vias de sinalizac&o intracelular, abrangendo a ativacéo e translocacdo para o nucleo
do fator de transcricdo nuclear kappa B, que leva a producdo de citocinas,
guimiocinas, moléculas de adesdo, moléculas pro-inflamatérias e ao estresse
oxidativo. Essa disfungcédo pode lesionar os neurbnios ao ponto de causar dano de
memoria e aprendizagem e prejuizos a barreira hematoencefalica. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o papel da via RAGE sobre parametros inflamatorios em ratos
Wistar adultos submetidos ao modelo experimental de meningite pneumocécica
tratados ou ndo com anti-RAGE (FPS-ZM1). Os animais foram divididos em 4
grupos: controle/salina, controle/FPS-ZM1, meningite/salina e meningite/ FPS-ZM1
foram mortos por decapitacdo em 10 dias apdés a inducdo da meningite e as
estruturas hipocampo e cértex pré-frontal retiradas para avaliacdo os niveis de TNF-
a, IL-1B, IL-6 e IL-10, bem como deposigdo B-amiloide, expressao do receptor
RAGE, tubulin, GFAP, CD11B, CD68, HMGB1 e NLRP3. Demonstrou-se que a
meningite pneumocdcica experimental desencadeou aumento dos niveis de TNF-a e
IL-1B no cértex pré-frontal, aumento da expressdo de RAGE e [B-amildidei42 no
cortex pré-frontal e hipocampo, ativacdo de células da microglia. A inibicdo
direcionada de RAGE foi capaz de reduzir os niveis de citocinas, diminuir a
expressdo de RAGE e B-amildide1-42 e inibir a ativacdo de células microgliais. Essa
sequéncia de eventos gerados pela meningite pneumocodcica pode persistir por
longo prazo apos a recuperacédo e pode desencadear um declinio neurocognitivo; no
entanto, o inibidor de RAGE atenuou o desenvolvimento de inflamacao cerebral.

Palavras-chave: RAGE, B-amildide, Streptococcus pneumoniae, meningite.
Alzheimer.



ABSTRACT

Inflammation of the meninges is known as meningitis which can be generated by the
bacterium Streptococcus pneumoniae that induces a robust immune response in the
host. The disease shows a high rate of mortality and morbidity in various parts of the
world, despite all the progress in research to mitigate the disease. Pneumococcal
meningitis activates inflammatory processes by expanding the production of
cytokines and chemokines, which lead to a series of successive intermediate
inflammatory processes culminating in the production of reactive oxygen species
(ROS) and the deposition of amyloid proteins. This increase and deposition of the (3-
amyloid peptide provides related sites for advanced glycation end product (RAGE)
receptors in neurons and microglia. The RAGE-related process with its ligand can
activate several intracellular signaling pathways, including activation and
translocation to the nucleus of nuclear transcription factor kappa B, which leads to
the production of cytokines, chemokines, adhesion molecules, proinflammatory
molecules and to oxidative stress. This dysfunction can damage neurons to the point
of causing memory and learning damage and damage to the blood-brain barrier. The
objective of this study was to evaluate the role of the RAGE pathway on inflammatory
parameters in adult Wistar rats submitted to the experimental model of
pneumococcal meningitis treated or not with anti-RAGE (FPS-ZM1). The animals
were divided into 4 groups: control/saline, control/FPS-ZM1, meningitis/saline and
meningitis/FPS-ZM1 were decapitated 10 days after meningitis induction and
hippocampal and prefrontal cortex structures removed for Evaluation of TNF-a, IL-1,
IL-6 and IL-10 levels, as well as B-amyloid deposition, RAGE receptor expression,
tubulin, GFAP, CD11B, CD68, HMGB1 and NLRP3. Experimental pneumococcal
meningitis has been shown to trigger increased levels of TNF-a and IL-1B in the
prefrontal cortex, increased expression of RAGE and [-amyloidi-42 in the prefrontal
cortex and hippocampus, microglia cell activation. Targeted inhibition of RAGE was
able to reduce cytokine levels, decrease RAGE and [(-amyloidi-42 expression and
inhibit microglial cell activation. This sequence of events generated by pneumococcal
meningitis may persist long-term after recovery and may trigger a neurocognitive
decline; however, the RAGE inhibitor attenuated the development of brain
inflammation.

Keywords: RAGE, B-amyloid, Streptococcus pneumoniae, meningitis, Alzheimer's.
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1 INTRODUCAO

A meningite bacteriana € caracteriza como uma inflamag¢do que ocorre
nas meninges e no espaco subaracnodideo, podendo envolver ainda o coértex e o
parénquima cerebral, o que se justifica pela estreita relagdo anatdomica entre o
liguido cefalorraquidiano (LCR) e o cérebro (Costerus et al., 2017). A inflamacao é
inicialmente induzida por uma invasdo de bactérias no sistema nervoso central
(SNC), através do LCR seguida de uma exacerbada resposta inflamatéria do
hospedeiro (Liechti et al., 2015).

Diversos agentes etioldgicos podem causar a meningite bacteriana, como
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Escherichia coli, Haemophilus
influenzae, Listeria monocytogenes e Streptococcus agalactiae (Ellis et al., 2019),
porém os mais comuns sdo a Neisseria meningitidis causador da chamada
meningite meningocdcica e Streptococcus pneumoniae responsavel pela meningite
pneumocécica (Thigpen et al., 2011). A meningite bacteriana € uma infeccdo com
alto potencial de gravidade devido ao risco de sequelas e complicacbes a longo
prazo, sendo o publico infantil o mais atingido. Mesmo diante da implementacédo de
diversos programas de vacinacao e agentes antimicrobianos, a meningite bacteriana
continua sendo uma doenga de alta morbidade e mortalidade (Brasil, 2019).

Outro fator importante a ser destacado acerca da meningite bacteriana
sdo as sequelas neurologicas, as quais sao consideravelmente comuns entre
pacientes que ja tiveram a doenca. Estudos apontam que em torno de 50% dos
pacientes sobreviventes tenham permanecido com déficit sensério motor,
convulsdes, prejuizos na capacidade cognitiva, memoria e déficit de atencédo, além

de lentiddo na resposta auditiva e cegueira (Mook-Kanamori et al., 2011).

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Dados levantados da Organizacdo Mundial de Saude acerca da meningite
bacteriana denotam em todo mundo uma ocorréncia de 1.2 milhdes de casos,
perfazendo um total de 170 mil mortes por ano, sendo mais incidente em paises com
recursos escassos. Nao havendo tratamento, o percentual de mortalidade pode
chegar em 70% (WHO, 2011). As taxas de incidéncia de meningite em paises de

alta renda (como Europa, Estados Unidos e Australia) sdo de 0,8 - 2,6 a cada
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100.000 adultos por ano e pode ser até 10 vezes maior nos paises em
desenvolvimento (Engelen-Lee et al., 2016).

No Brasil, a meningite € endémica e ocorrem surtos periodicamente em
alguns municipios. Berenzi (2015, p. 3) alerta que os coeficientes de incidéncia da
doenca sé&o instaveis, com “aproximados 1,8 casos para cada 100.000 habitantes”.
Na medida em que em Varios casos surgem, a maioria deles aparecem sem
identificacdo do agente etiolégico (Berenzi et al., 2015). Entre 2010 e 2016 no Brasil,
um estudo relatou 7.392 casos de meningite pneumocécica, com uma letalidade em
média de 29%. Esses valores ainda podem ser maiores pois ha mais de 21 mil
casos de meningite ndo especificada neste mesmo periodo (SINAN, 2017).

A mortalidade da doenca é bastante elevada chegando a atingir de 18% a

“®

20%. Quando a meningococemia € avaliada, “a letalidade chega a atingir
coeficientes de quase 50%, mostrando a importancia de se discutir estratégias de
prevencao desta doencga” (Berenzi, 2015).

O Boletim Epidemioldgico aplicado ao Sistema Unico de Satde (SUS) traz
uma amostra desses numeros no Brasil. Em pesquisa realizada sobre casos de
meningite entre os anos de 2007 - 2016 foram confirmados 207.494 casos, dos
quais 15,2% (31.605) foram classificados como meningite por outras bactérias
(MOB) e entre estes casos, as meningites por bactérias ndo especificadas (MBNE)
representaram 65,1% (20.566/31.605), como apresentados na figura abaixo (figura

1).
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DM - Doenca meningococica; MTE - Meningite luberculosa; MOEB - Meningite por outras bactérias; MNE - Meningite
nao especificada; My - Meningite de provivel etiologia viral; MOE - Menifgite por outras ebolagias, MH - Meringite
por hemofiler @ MP - Meningite por pneumocooo.

ggglgra 1: Descricdo dos casos confirmados de meningite no Brasil (2007-2016). Fonte: BRASIL,

Dentre os diversos tipos de meningite bacteriana, os agentes causadores
mais comuns sao o0 S. pneumoniae e N. meningitidis, variando seu predominio de
acordo com a faixa etaria e a regido (Brouwer et al., 2010; Thigpen et al., 2011). No
Brasil, entre 2010 e 2016 foram apontados 7.392 casos de meningite pneumocécica
cuja letalidade foi em média de 29% e 14.532 casos de meningite meningocadcica,
com taxas de mortalidade mais baixas, apesar de grande incidéncia (Lucas et al.,
2016).

Através do uso de vacinas, grande parte dos paises com alto poder
aguisitivo conseguiram reduzir o percentual de taxas de meningite pneumocécica,
estas ndo apresentadas somente pelas criangas e jovens vacinados, mas também
por aqueles que nao receberam a vacina, devido a diminuicdo na transmissédo de
bactérias (Hsu et al., 2009; Costerus et al., 2017). O Brasil, no ano de 2010, foi
responsavel por 1.163 casos instaurados de meningite pneumococica, em 2016
conseguiu diminuir para 881 casos. Importante lembrar que em 1990, os casos de

meningite chegaram a 28.000 casos (Epidemiologia, 2005).
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E notdrio que as taxas de mortalidade tém ligacdo direta com a idade,
agente causador e poder aquisitivo do pais (Lucas et al., 2016). Uma meta-analise
conseguiu provar que a probabilidade de sequelas depois da meningite bacteriana é
diferente nos paises de alta e baixa renda, sendo estes mais apresentados na Africa
com 21,5% e Sudeste Asiatico com 21,6%, comparando a Europa com 9,4%
(Edmond et al., 2010). A meningite desenvolvida por S. pneumoniae possui as taxas
mais elevadas de letalidade, sendo 20-37% nos paises de renda alta e acima de
51% nos paises com renda menor (Brouwer et al.,, 2010). Nesse percentual
apresentado, até 30% dos sobreviventes ficam com sequelas neurolégicas que se
instalam em um prazo grande. Estas sao: dificuldades cognitivas (6,3%), convulsdes
(3,7%), perda auditiva (11,2%), déficits motores (8,7%) e problemas
comportamentais (6,8%) (Edmond et al., 2010). As sequelas especificadas podem
manter-se por muitos anos e afetam especialmente as criangas no que concerne seu
desenvolvimento cognitivo e intelectual (Grimwood et al., 2000; Grandgirard e Leib,
2010).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA MENINGITE PNEUMOCOCICA

Um importante fator para o desenvolvimento da meningite bacteriana € a
adesdo e a colonizacdo da nasofaringe pelo micro-organismo infectante (Koedel et
al., 2002). A bactéria S. pneumoniae é um importante residente comensal da
nasofaringe humana (lovino et al., 2016). Um de seus mecanismos de viruléncia é a
expressdo de uma capsula que reduz o seu aprisionamento no muco, permitindo
assim que o pneumococo acesse as superficies epiteliais (Nelson et al., 2007),
promovendo a colonizacdo, dificultando a fagocitose e a ativacdo do sistema
complemento, importante para evitar a bacteremia apds a colonizacdo da mucosa
(Bogaert et al., 2004). O hospedeiro € incapaz de erradicar 0 micro-organismo, que é
capaz de invadir a mucosa e alcangar a circulacdo sanguinea (Somand e Meurer,
2009), sendo essa a principal rota para que as bactérias alcancem as meninges
(Mook-Kanamori et al., 2011). Os mecanismos exatos pelos quais as infeccdes
bacterianas ocorrem em alguns individuos, e ndo em outros, ndo sao claros, mas
parecem depender de uma interacdo complexa entre fatores ambientais (infecgoes
previas, tabagismo, abuso de alcool) e fatores genéticos do hospedeiro (Bogaert et
al., 2004; Brouwer et al., 2009).
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Ao atingir a corrente sanguinea, as bactérias terdo que suportar um
ambiente bactericida, e a cdpsula de polissacarideo serve de escudo contra sua
opsonizacdo (Koedel et al., 2010), tendo ainda, as proteinas de superficie
pneumocacicas a e C (PspA e PspC) e a toxina pneumolisina que estado envolvidas
na inibicdo da ativagédo do complemento e morte bacteriana (Costerus et al., 2017).

A invasao bacteriana no SNC pode ocorrer tanto apds disseminacéo da
bactéria pela corrente sanguinea ou por extensdo de uma sinusite ou otite. A
infeccdo do SNC também é possivel através de uma ma formacdo na dura-mater,
apés neurocirurgia ou trauma cranio-cervical (Sellner et al., 2010).

O S. pneumoniae pode atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) sem
evidéncia de dano ou deteccdo do micro-organismo entre as células (Kim, 2003).
Uma vez alcancado o LCR, a bactéria multiplica-se rapidamente, pois os niveis de
complemento sdo inferiores aos do sangue, disseminando-se sobre toda a superficie
do cérebro. Com o aumento da densidade bacteriana, elas comegam a morrer em
resposta a varias condi¢cdes de estresse, privacdo de nutrientes e tratamento com
antibioticos (Chiavolini et al., 2008) o que leva a uma rapida lise bacteriana com
liberacdo de seus componentes como o &cido teicdico, peptidioglicano, DNA e
fragmentos da parede celular (Koedel et al., 2010; Sellner et al., 2010; Mook-
Kanamori et al., 2011).

Estes componentes sdo conhecidos como padrdes moleculares
associados ao patdogeno (PAMPs), que sdo reconhecidos por receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs), componentes fundamentais que induzem a
resposta imune inata. A ativacao de receptores Toll-likes (TLRs) e receptores Nod-
likes (NLRs) que sdo PRRs, leva a ativacdo de fatores de transcricao inflamatorios,
em particular o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) (Mook-Kanamori et al.,
2011; Costerus et al., 2017), levando a uma grande liberacdo de moléculas pro-
inflamatorias como citocinas e quimiocinas além de proteinas do complemento que
irdo ativar vias que visam a protecao (Koedel et al., 2002; Costerus et al., 2017),

como exemplificado na figura 2.
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Figura 2: Fisiopatologia da meningite bacteriana. Os padrdes moleculares associados aos patdégenos
de (PAMPs) podem ativar células imunes dentro do liquido cefalorraquidiano (LCR) através de
receptores Toll-likes (TLR1/2), TLR4 e TLR9, bem como receptores Nod-likes (NOD), NOD2, e
contendo dominio de pirina 3 (NLRP3). O &cido lipoteicoide (LTA), a pneumolisina (Ply) e o DNA séo
reconhecidos por TLR1 / 2, TLR4 e TRL9, respectivamente. Essas interacdes resultam na ativagédo da
enzima caspase 1 (Caspl), que catalisa a conversdo da pro-forma de citocinas da familia IL-1 na
molécula ativa e de fatores de transcricdo, como fator nuclear-kB (NF-kB), que por sua vez regula a
producédo de diversos fatores pro-inflamatérios, consequentemente, um grande nimero de leucécitos
polimorfonucleares (PMNs) s&o recrutados. Essas células infiltrantes podem liberar numerosos
produtos citotdxicos, incluindo espécies reativas de oxigénio (ERO) ou espécies reativas de nitrogénio
(ERN) que podem causar morte celular necrética. As células bacterianas danificadas podem liberar
sinais de alarme (os chamados padrbes moleculares associados ao dano (DAMPS), incluindo a
proteina 14 relacionada com mieloides (MRP14) e a caixa de grupo de alta mobilidade 1 (HMGB1),
que pode alimentar a inflamacé&o interagindo com receptores, como TLR4 e receptor para produtos
finais de glicacdo avancada (RAGE). Adaptado de Costerus et al., 2017.

Em resposta a invasdo bacteriana, leucécitos polimorfonucleares migram
da corrente sanguinea até a area da infeccdo, produzindo oxido nitrico (NO), radical
anion superoxido (O2e-) e perdxido de hidrogénio (H202). O2-- e NO podem levar a
formacdo de peroxinitrito (ONOO), este apresentando-se como um forte oxidante
(KLEIN et al., 2006). Este oxidante desempenha resultantes citotoxicos sobre as
células endoteliais (Szabo, 2003), aumentando a permeabilidade da BHE,
estimulando a peroxidacéo lipidica e produzindo outras relagdes intrincadas que
estdo implicadas na fisiopatologia da meningite pneumocdcica (Klein et al., 2006).

Estas mudangas inflamatdrias auxiliam especialmente para a lesdo do SNC
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habitualmente associada com a meningite bacteriana (Polfliet et al., 2001).

1.3 B-AMILOIDE, RAGE E NEUROINFLAMACAO

Inimeras pesquisas demonstram que a inflamagdo no SNC exerce um
grau de importancia no desenvolvimento das doencas neurodegenerativas (Rivest,
2009; Alison e Ditor, 2015; Chen et al., 2016). A meningite bacteriana causa uma
resposta inflamatoria capaz de danificar o tecido neuronal prejudicando a
aprendizagem e a memoria (Irazuzta et al., 2005).

O SNC, se comparado a outros 6rgdos, tem uma resposta inflamatoéria
diferente. A absorcdo do organismo celular no cérebro em resposta a inflamacéo, a
infeccdo e a lesdo pode ser retardada e fraca, mas a resposta também pode ser
induzida de maneira vertiginosa. Isto inclui a ativacdo da microglia, complemento e
citocinas (Allan et al., 2001). A colonizacdo das bactérias no interior do espacamento
subaracnoide, propicia a liberacdo de citocinas a favor da inflamacao (Janeway,
2007).

A micréglia é a chave principal do sistema imune inerente do SNC
diretamente ligada a modulacdo de processos imunes e inflamatorios. J4 na
meningite pneumocdcica, a atividade da micréglia se da por varios estimulos que
combinados se conectam na destruicdo do micro-organismo invasor (Barichello et
al., 2013; Hu et al., 2014b).

Ao chegar ao SNC, a bactéria se propaga de maneira rapida, alcancando
toda a extensao cerebral, causando uma répida lise bacteriana com liberacdo de
substancias geradoras de inflamacdo como peptideoglicano e residuos da parede
celular altamente imunogénicos e podem levar a uma elevacdo da resposta
inflamatéria por parte do hospedeiro (Koedel et al., 2010; Sellner et al., 2010),
iniciando uma elevada liberacdo de moléculas pro inflamatérias, que por sua vez,
elevam a permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE), permitindo a
migracao dos leucocitos para o SNC (pleocitose).

As lesbes originadas pela meningite podem atingir diferentes regides do
cérebro (Kim et al., 1995) causando uma grande resposta imune, danificando o
tecido neuronal e originando déficits neurolégicos e cognitivos. (Irazuzta el al., 2005;
Chen et al., 2009).
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Compartilhando dos mecanismos em comum, as doencas
neurodegenarativas estao ligadas a juncéo patoldgica de proteinas, como acumulos
fibrilares de amiloide em areas vulneraveis do SNC (Tillement et al., 2010). Dentro
da doenca de Alzheimer, as proteinas tau fosforiladas constituem os emaranhados
neurofibrilares com o peptideo a-amiléide, causando um acumulo no meio
extracelular em forma de amiloides, levando a morte neuronal (Haapasalo et al.,
2010).

A doenca de Alzheimer é uma das deméncias mais comuns de todo o
planeta. A mesma é identificada pela presenga do peptideo B-amiloide, originado
pela clivagem da proteina incitadora amiloide (APP) e desordens neurofibrilares,
gerados pela hiperfosforilacdo da Tau (Cox et al., 2016; Jl et al., 2016).

Foi identificado uma especificidade em pacientes com a doenca de
Alzheimer. Eles acumulam no parénquima cerebral fiboras amiloides presentes na
parede dos vasos sanguineos, ligadas a uma grande diversidade de placas senis
com acumulo de filamentos irregulares da proteina tau que resulta na formacéo de
emaranhados neurofibrillares (NFT), possuindo assim acentuada perda neuronal e
sinaptica (Selkoe, 2001).

A proteina precursora amiloide (APP) gera a producao, unido e deposicao
do elemento B-amiloide (AB) e placas senis (Hardy, 2002; Selkoe,2002). O dano do
DNA causado por radicais livres ou as alteracdes enzimaticas podem induzir ao
inicio da apoptese presente na doenca de Alzheimer (Stefanis, Park e Friedman,
1999). O cérebro atingido pela doenca de Alzheimer é vulneravel a elevacdo do
estresse oxidativo, assim notou-se uma queda no reparo do dano oxidativo,
propiciando o acumulo de DNA alterados, o que pode ser o responsavel pelo avanco
da perda neuronal (Parihar e Hemnani, 2004).

A doenca se caracteriza pela grande perda neuronal, que propicia a
reducdo das sinapses e instantaneamente morte celular, estresse oxidativo e uma
grande inflamagcdo, causando a queda progressiva da capacidade cognitiva e
funcional, sendo um dos principais fatores que levam a incapacidade os individuos
da terceira idade. Desta feita, estima-se que o numero de pessoas afetadas pela
doenca supracitada deve elevar-se nos anos seguintes (Brookmeyer et al., 2007; Li
etal., 2011).

As pesquisas tentam descobrir as rela¢cdes ocultas que causam a doenca

de Alzheimer e novas provas indicam que a neuroinflamacgéo pode aumentar o risco
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ou até mesmo desencadear a doenga de Alzheimer por ter mecanismos
inflamatorios semelhantes (Su et al. 2016).

O depdsito exacerbado de B-amiloide no tecido cerebral acelera o NF-kB,
causando a secrecao de oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) e a ciclooxigenase 2
(COX-2) através da microglia (Kang et al.,, 2001; Martin-Moreno et al., 2011). O
peptideo B-amiloide também pode ativar os receptores para os produtos finais de
glicacdo avancada (RAGE), que intermedeia eventos em cadeia, exacerbando a
inflamacé&o e o dano oxidativo (Fang et al., 2010; Carrano et al., 2011).

O RAGE é uma proteina transmembrana capaz de identificar moléculas
tridimensionais, proporcionando o contato com varios ligantes (Deane et al., 2012).
Complementarmente, o RAGE tem papel de importancia na imunidade inata contra
agentes patogénicos, mas, também ligados a outros agentes ligantes enddgenos,
gerando a inflamacao cronica (Fang et al., 2010; Zong et al., 2010). Os produtos de
glicacdo avangada (AGEs), como o RAGE, tem muitos ligantes importantes,
semelhantes a proteina do grupo 1 de grande mobilidade (HMGB1), subunidade
da proteina ligante de calcio S100 (S1008), peptideos B-amiloide, entre outros
(Takuma et al., 2009; Carrano et al., 2011).

O contato de RAGE com seu ligante (a exemplo do B-amiloide) tem a
capacidade de proporcionar inumeros meios de sinalizacao intracelular, inclusive o
estimulo e a translocacdo para o nucleo do fator de transcricdo NF-kB, onde se
originam a transcricdo de citocinas, quimiocinas, moléculas pro-inflamatorias,
moléculas de adesdo e estresse oxidativo, resultando na inflamagéo (Fang et al.,
2010; Deane et al.,, 2012). Nota-se também inumeras sequelas no SNC com a
extensdo da neuroinflamacao e a elevacao do influxo de B-amiloide através da BHE
(Takuma et al., 2009; Fang et al., 2010; Carrano et al., 2011; Deane et al., 2012).

A ativagdo da microglia por meio dos oligbmeros de B-amiloide pode
assemelhar-se com a estimulagdo através de células bacterianas, como o
lipopolissacarideo (LPS) (Heneka et al., 2015).

Com o avango dos estagios de B-amiloide, pode se tornar significativo a
manifestacdo de RAGE. Pesquisas indicam que os peptideos B-amiloide acarretam
toxicidade direta a neurbnios e ativam inflamag&o via micréglia, resultando na
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias com decorréncias citotoxicas. De maneira

inicial, os micro-organismos da micréglia causam danos ao peptideo B-amiloide, mas
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com o deposito destas células, chegam a exaustdo, sendo a causa de prejuizo
neuronal e com provavel déficit cognitivo (Cox et al., 2016).

Uma vez em atividade, o RAGE por intermédio de seu ligante gera um
retorno positivo entre RAGE e NF-kB, levando a um ciclo vicioso entre o
esgotamento oxidativo e a inflamagédo, levando a elevagdo de [(-amiloide e
instantaneamente a ativagdo de NF-«kB, gerando um aumento dos niveis de RAGE.

Com o nivel de RAGE elevado, este interage com seus ligantes, elevando
0s niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) e ativando o NF-kB repetidamente
(Carrano et al., 2011; Zhang et al.,, 2013) como apresentado na Figura 3.
Complementarmente, a ativacdo de RAGE pode acontecer através do HMGBI],
elevado nos fluidos extracelulares em doencas inflamatdrias, assim como a S1008,

proteina relevante na disfuncédo do SNC (Sims et al., 2010).
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Figura 3: Ativacdo do RAGE através de DAMPs e PAMPs e produc¢do de B-amiloide na fisiopatologia
da meningite bacteriana. O RAGE reconhece proteina do grupo 1 de alta mobilidade (HMGB1),
subunidade B da proteina ligante de célcio S100 (S1008), peptideos B-amiloide, que ativa NF-kB
levando a producdo de citocinas, quimiocinas, moléculas pro-inflamatérias, moléculas de adeséo e
estresse oxidativo. Componentes bacterianos como lipopolissacarideos (LPS) também pode
aumentar a producéo de B-amiloide, bem como um aumento na atividade de (3 e y-secretase. Fonte:
Collodel, A, 2017.

O bloqueio da sinalizacdo de RAGE utilizando anticorpos RAGE tem sido
previamente feito em modelos de inflamacgéo e sepse e observou-se que sua inibicdo
teve um impacto significativo na sepse, principalmente por meio de atenuacdo de

sinalizacdo pro-inflamatoria (Van Zoelen et al.,, 2009). Estratégias terapéuticas
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sugerem que RAGE é um importante alvo para o tratamento de doencas
inflamatorias, visto que a inflamagdo aumenta a sintese de B-amildide e regula
positivamente RAGE, e a ativacdo dessa via induz disfuncdo cognitiva em longo
prazo por apoptose neuronal. Além disso, a toxicidade de B-amildide induz ainda
mais disfuncédo mitocondrial nesse processo (Gong et al., 2010; Han et al., 2011).

Com a formacéo de citocinas, os leucécitos polimorfonucleares migrados
produzem volumoso ERO (Kastenbauer et al., 2002). O composto sulfatado de
glicoproteinas que se hospeda na superficie dos leucdcitos se liga as selectinas P e
E das células endoteliais. Esta unido se torna potencialmente mais forte quando o
CXCL-8 se agrega ao receptor caracteristico nos neutréfilos. As citocinas pro-
inflamatorias TNF-a sdo importantes por instigar a expressdao de moléculas de
adesao ICAM-1 e ICAM-2. A passagem de neutrofilos em caminho ao gradiente de
substancias quimioatraentes se da pela unido entre as células endoteliais e ICAM-
1(Hanna e Etzioni, 2012). Este causa a origem do estresse oxidativo, fabricagéo e
atividade de citocinas e quimiocinas, elevando a atividade dos neutrofilos,
peroxidacdo lipidica, lesando o DNA, nitracdo de tirosina, a liberacdo de
metalproteinases de matriz e fabricacéo de prostaglandina (Klein et al., 2006) (figura
4).
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Figura 4: Migracdo de leucécitos. ICAM, molécula de adeséo intracellular; SNC, sistema nervoso
central. Fonte: (GENEROSO, 2017).

1.4 JUSTIFICATIVA

A meningite pneumocoOcica e neurodegeneracdo possuem uma

sobreposicdo de mecanismos associados a disfuncéo cerebral. Em longo prazo a
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deficiéncia cognitiva e declinio funcional da meningite sdo semelhantes as
observadas em doencga de Alzheimer

Uma maior compreensdo dos fatores de risco para desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas tem grande importancia, a fim de prevenir e reduzir
danos provocados pela doenca. Estudos de ciéncia basica poderiam colaborar para
a melhora da compreensdo das associacOes entre doenca de Alzheimer e as
infeccbes e maneiras de controlar esta doenca altamente prevalente e debilitante.

Portanto, desenvolver estudos que esclarecam a fisiopatologia da
meningite bacteriana é de suma importancia, bem como a identificacdo de possiveis
alvos terapéuticos que possam diminuir danos neurolégicos causado aos pacientes.
Estudos mostram um papel importante da via B-amiloide/RAGE na exacerbacao da
resposta inflamatéria dentro do SNC e que a inibicdo de RAGE pode diminuir essa
inflamacéo. Desde modo, o uso de um anticorpo anti-RAGE poderia diminuir a
resposta imune do hospedeiro prevenindo danos ocasionados pela meningite

pneumocacica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a deposicéo de proteina B-amildide estd associada a disfuncao
cognitiva em longo prazo em sobreviventes de meningite pneumocécica e se a
modulacado da inflamagdo com um inibidor especifico de RAGE pode minimizar esse

efeito.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 no hipocampo e cértex pré-
frontal de ratos Wistar adultos tratados ou ndo com anti-RAGE 10 dias apos a
inducdo da meningite pneumocdcica,

e Avaliar os niveis de deposigdo B-amiloide, expressao do receptor RAGE,
tubulin, GFAP, CD11B, CD68, HMGB1, NLRP3, IBA-1 no hipocampo e cortex
pré-frontal de ratos Wistar adultos tratados ou ndo com anit-RAGE 10 dias

apos a inducdo de meningite pelo S. pneumoniae.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAIS DE REALIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Fisiopatologia Experimental, da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, UNESC, Criciima, SC, Brasil. O estudo
foi realizado dentro das diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA) para pesquisas utilizando animais.

Este projeto tem aprovacdo pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA 21/2015-2) da UNESC. Sendo assim, todos os cuidados para evitar ou

minimizar o sofrimento dos animais durante os experimentos foram adotados.

3.2 CRITERIO DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Para este estudo, foram utilizados ratos Wistar machos, adultos com 60
dias de vida, saudaveis, pesando entre 250 e 300 g, procedentes do biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), onde ficaram acondicionados
em caixas com, no maximo, cinco animais, com comida e agua ad libitum, mantidos
em ambiente com temperatura de 23 °C +/- 1 °C e umidade relativa entre 55 e 65%,
num ciclo de 12 horas claro-escuro (7h as 19h).

Foram excluidos do estudo os animais que apresentaram qualquer ma-
formacdo aparente; peso inferior a 250 g ou superior a 350 g; animais que ja foram
usados em experimentos anteriores; animais que eventualmente morreram durante o

experimento, antecedendo o tempo de eutanasia pré-estabelecido.

3.3 PREPARACAO DO MICRO-ORGANISMO INFECTANTE

S. pneumoniae, sorotipo Ill, proveniente do Instituto Adolfo Lutz, foi
cultivado durante a noite em 10 mL de caldo Todd Hewitt, diluido em meio fresco e
crescido até a fase logaritmica. No dia do experimento, a cultura foi centrifugada
durante 10 min a 5000 x g e novamente suspensa em solucdo salina estéril até a
concentracdo de 5x10° UFCol/mL (Grandgirard, Steiner, et al., 2007).
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3.4 MODELO ANIMAL DE MENINGITE

Todos os procedimentos de manipulacdo do modelo experimental de
meningite bacteriana foram realizados sob anestesia, composta de uma
administragao intraperitoneal de cloridrato de cetamina (6,6 mg/kg) e cloridrato de
xilazina (0,3 mg/kg) (Grandgirard, Schurch, et al., 2007; Hoogman et al., 2007).

Para inducdo da meningite bacteriana, os animais foram devidamente
anestesiados e posicionados no estereotaxico e submetidos a uma puncdo na
cisterna magna com uma agulha calibre 23, recebendo 10 pL de solucdo salina
estéril como placebo para o grupo controle ou volume equivalente de suspensao
bacteriana de S. pneumoniae para 0 grupo meningite. Imediatamente apés a
inoculagcdo, os animais receberam reposicdo volémica (subcutanea) e foram
devolvidos as suas respectivas gaiolas (Irazuzta et al., 2002; Irazuzta et al., 2008). A
meningite foi documentada a partir de uma cultura quantitativa de 5 pL de LCR
obtidos por puncao da cisterna magna (Barichello et al., 2010). Dezoito horas apds a
indugdo da meningite 0os animais receberam tratamento com antimicrobiano (100

mg/kg de ceftriaxona) a cada 12 horas durante 7 dias.

3.5 DESENHO EXPERIMENTAL

3.5.1 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 a serem analisados entre
0S grupos, com uma variancia de no maximo 10% entre as médias calculou-se um
tamanho de amostra de 6 animais por grupo para os testes imunoquimicos, para um

erro alfa de 0,05 e um poder de 80%.

3.5.2 Protocolos experimentais

Foram realizados 3 (trés) protocolos experimentais.

Protocolo 1: para avaliagao dos niveis de TNF-q, IL-13, IL-6 e IL-10 em 10
dias apos a inducao. Os animais foram divididos em 4 grupos: controle/salina (n = 6),
controle/FPS-ZM1 (n = 6), meningite/salina (n = 6) e meningite/FPS-ZM1 (n = 6) e 0
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hipocampo e cortex pré-frontal dissecados para as dosagens. Totalizando 24
animais, que foram tratados com salina ou inibidor de RAGE (FPS-ZM1 - 1,5 mg/kg,
Millipore Sigma, Cat no. 553030).

Protocolo 2: para avaliacdo da expressdo de deposicdo [-amiloide,
expresséo do receptor RAGE, tubulin, GFAP, CD11B, CD68, HMGB1 e NLRP3, os
animais foram divididos nos mesmos grupos descritos acima: controle/salina (n = 6),
controle/FPS-ZM1 (n = 6), meningite/salina (n = 6) e meningite/ FPS-ZM1 (n =6) e 0
hipocampo e cértex pré-frontal dissecados para as dosagens. Totalizando 24
animais tratados com salina ou inibidor de RAGE (FPS-ZM1 - 1,5 mg/kg, Millipore
Sigma, Cat no. 553030).

Protocolo 3: para imunocoloragdo de marcador microglial, de astrécticos,
B-amildide e RAGE, os animais foram divididos nos mesmos grupos descritos acima
e eutanasiados em 10 dias ap6s a inducdo e o hipocampo e coértex pré-frontal
dissecados para as dosagens. Totalizando 24 animais tratados com salina ou
inibidor de RAGE (FPS-ZM1 - 1,5 mg/kg, Millipore Sigma, Cat no. 553030).

Salina ou FPS-ZM1 (1,5
mg/kg) 1x ao dia

P,

- ™
= 0h 18 h 5 dias 7 dias 10 dias
S
A | | | | |
W | I | i
1
L. e — 1
‘l' I
Ceftriaxona Retirada de hipocampo
100 mg/kg (2x ao dia) e cortex pré-frontal
‘ Salina ‘ ‘ S. pheumoniae ‘ 1
. —— :
T -
Controle/salina Protocolo 1 —» TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10
Controle/FPS-ZM1
Meningite/salina B-amiloide, expresséo do
Meningite/FPS-ZM1 receptor RAGE, tubulin, GFAP,
Protocolo 2 — CD11B, CD68, HMGB1 e

NLRP3 por Western blotting

IBA-1, GFAP, RAGE e B-

Protocolo 3 —» o . ) e
amiloide por imunohistoquimica

Figura 5: Esquema ilustrativo dos protocolos experimentais. Figura elaborada pelo autor, 2019.

Apos os experimentos, todos os animais foram devidamente eutanasiados
com uso de guilhotina, sob estrita obediéncia as Diretrizes para a Préatica de

Eutanasia (CONCEA, 2013). O descarte foi feito por acondicionamento em saco
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branco leitoso, identificados como “lixo infectante” e levados para um freezer de
residuos localizado no biotério da UNESC para a conservacdo até o momento de
coleta por uma empresa terceirizada, que fez o tratamento e disposicédo final,
conforme RDC n° 306/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

3.5.3 Tratamento

Os animais receberam 1,5 mg/Kg de N-benzil-4-cloro-N-ciclo-
hexilbenzamida (FPS-ZM1) (Millipore Sigma - Cat no. 553030), anti-RAGE,
dissolvidos em 1% de DMSO 1% e solucdo salina ou salina estéril por via
intraperitoneal, conforme grupo experimental, uma dose por dia durante 5 dias,

iniciando em 18 horas ap6s a inducao.

3.6 AVALIACAO DOS NiVEIS DE TNF-A, IL-1B, IL-6 E IL10

As estruturas foram homogeneizadas em solugao de extracdo (100 mg de
tecido por 1 mL) contendo: 0,4 mol/L de NaCl, 0,05% de Tween 20, 0,5% de BSA,
0,1 mmol/L de fluoreto de fenil metil sulfonil, 0,1 mmol/L de cloreto de benzeténio, 10
mmol/L de EDTA e 20 de Kl a aprotinina, utilizando Ultra-Turrax (Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA). O homogenato de cérebro foi centrifugado a 3000 x g durante 10
min a 4 °C, e os sobrenadantes recolhidos e armazenados a -20 °C. A concentracao
de citocinas foi determinada utilizando a metodologia de enzima e um ensaio de
ELISA. Os sobrenadantes do tecido cerebral foram dosados conforme kit ELISA
utilizando anticorpos comercialmente disponiveis, de acordo com os procedimentos
fornecidos pelo fabricante (R & D Systems, Minneapolis, MN). Os resultados foram

mostrados em pg/100 mg de tecido cerebral.

3.7 WESTERN BLOTTING

Para executar as o Western blotting, as amostras foram primeiro
homogeneizadas em tampé&o Laemmli (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% (p/v) de SDS,
10% (v/v) de glicerol). As concentracdes de proteinas foram analisadas pelo método
de Lowry (1951), e utilizadas para normalizar a quantidade de proteina, foi utilizado
30 pg para a eletroforese em gel monodimensional de dodecil sulfato de sodio-
poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema descontinuo usando gel 10-15% (Leal et



33

al., 2002). As proteinas separadas foram, em seguida, transferidas para membranas
de nitrocelulose utilizando tampao contento Tris 20 mmol/L, glicina 150 mmol/L,
metanol 20% (v/v), SDS 0,02% (p/v) (pH 8,2) em uma unidade de transferéncia Bio-
Rad resfriada. A carga de proteina e a eficiéncia da transferéncia foram verificadas
com coloragdo Ponceau S. Apés os sitios de proteinas inespecificos foram
bloqueados por uma hora de incubacdo com solucdo bloqueadora (5% albumina em
tampéo Tris salina 0,1% (p/v), tween-20). Posteriormente, as membranas foram
incubadas durante a noite a 4 °C com o anticorpo de B-amiloide (87 kDa), RAGE (45
kDa), tubulina (50 kDa), GFAP (55,48 kDa) CD11B (127 kDa), CD68 (35 kDa),
HMGB1 (25 kDa) e NLRP3 (114 kDa). Ap6s a incubacéo, o anticorpo primario foi
removido e as membranas lavadas quatro vezes durante 15 min. Apds a lavagem,
0S anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (diluicdo 1:2500) foram
aplicados a membrana e uma incubagdo por 2 h a temperatura ambiente foi
realizada e as membranas foram lavadas novamente. As bandas imunorreativas
foram detectadas através de fotodocumentador (ChemiDoc™ XRS - Bio-Rad)
utilizando-se kit de quimioluminescéncia SuperSignal West Pico (Carr et al.). A
quantificacdo das bandas foi avaliada utilizando-se o Software Image Lab (Bio-Rad).
Seguidamente, a membrana foi submetida ao processo de ‘stripping’ e incubada com
um anticorpo contra GAPDH na presenca de 5% de leite. Apdés a lavagem, os
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (diluicdo 1:10000) foram
aplicados a membrana e uma incubacédo por 1 hora a temperatura ambiente sera
realizada e as membranas lavadas novamente. Finalmente, as bandas
imunorreativas foram detectadas através de fotodocumentador (ChemiDoc™ XRS-
Bio-Rad) utilizando-se kit de quimioluminescéncia SuperSignal West Pico (Carr et
al.). A densitometria das bandas foi avaliada utilizando-se o Software Image Lab
(Bio-Rad).

3.8 IMUNOHISTOQUIMICA

Para a imunocoloracdo, foram utilizadas amostras de tecido cerebral
fixadas em formalina e embebidas em parafina. A desparafinizacdo e reidratacéo
foram realizadas usando uma série de xilenos, alcoois graduados e agua. A
recuperacgdo de antigeno a base de calor foi realizada usando uma solucao de citrato

de sédio 1% para recuperacao de antigeno com pH 9 (Agilent Technologies, Santa
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Clara, CA) por 30 minutos a 95 °C, seguidos por 30 minutos em gelo. As etapas de
lavagem subsequentes foram realizadas usando uma solucgéo salina tamponada com
fosfato 1x (PBS) (Bio-rad, EUA). A solucdo de peréxido de hidrogénio a 3% (VWR
International, Radnor, PA) usada para bloquear a peroxidase endogena por 10
minutos. As sec¢des de tecido foram bloqueadas a temperatura ambiente com soro
de cavalo a 2,5% (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Apés a etapa de bloqueio,
o anticorpo primario B-amildide (1-42) (Abcam, ab10148, 1: 1000), IBA-1 (Abcam,
ab178846, 1: 1000), GFAP (Abcam, ab7260, 1: 1000) e RAGE (Abcam, 216329, 1:
2000) foi adicionado e mantido a 4 °C durante a noite. No dia seguinte, as laminas
foram lavadas com PBS e o anticorpo secundario biotinilado de cabra anti-coelho
(Millipore, MA, EUA) foi aplicado por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, o
complexo Avidin-Biotin (ABC) foi adicionado por 1 hora. Apos etapas de lavagem
adicionais, o antigeno alvo foi visualizado usando cromogénio DAB em tampé&o de
substrato (Vector, Burlingame, CA). Para a contra-coloragdo, foi aplicada
hematoxilina e as laminas foram levadas ao xileno e montadas com Permount™
(Fischer Chemicals). A coloracao foi visualizada usando Nikon ECLIPSE Ci-S (Nikon

Instruments, Toquio, Japdo) e as imagens foram capturadas (ampliacao x 40).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk e para homogeneidade usando o teste de Levene. Quando os dados
foram normais e homogeneidade de variancia confirmada, foram utilizados testes
paramétricos; se os dados ndo cumpriram estas condicdes, foram utilizados os
testes ndo-paramétricos.

Para todas as analises, os dados foram apresentados como média + erro
padrdo da média (EPM) e analisados por ANOVA de duas vias, seguido de teste
post hoc Tukey. Em todas as comparacdes, p<0,05 foi considerado
significativamente estatistico. Todas as analises foram realizadas utilizando o

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

A figura 6 mostra o efeito do inibidor FPS-ZM1 sobre os niveis de TNF-a
(@), IL-1B (b), IL-6 (c) e IL-10 (d) 10 dias ap6s a inducédo de meningite pneumocacica
no cortex pré-frontal e hipocampo de ratos Wistar adultos. Os niveis de TNF-a (Fig.
6a) e IL-1B (Fig. 6a) foram aumentados no cortex pré-frontal quando comparados
com o grupo controle (p < 0,05). No entanto, a inibicdo de RAGE diminuiu os niveis
dessas citocinas. Os niveis de IL-6 ndo foram alterados em nenhuma das estruturas
avaliadas (figura 6¢). No hipocampo, o tratamento com inibidor de RAGE aumentou

os niveis de IL-10 quando comparado ao grupo controle (Fig. 6d, p <0,05).
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Figura 6: Niveis de TNF-a (a), IL-18 (b), IL-6 (c) e IL-10 (d) no cértex pré-frontal e hipocampo de
ratos Wistar adultos 10 dias ap6s meningite pneumocdcica tratados ou ndo com FPS-ZM1 (anti-
RAGE). Os dados foram apresentados como média + SEM e analisados por ANOVA de duas vias.

A figura 7 ilustra a expressao de RAGE (a), B-amiléide (b), CD11B (c),
CD68 (d), NLRP-3 (e), HMBGL1 (f) e GFAP (g) no cértex pré-frontal de ratos Wistar
por 10 dias apos a inducdo de meningite por S. pneumoniae e tratados com anti-
RAGE ou nao. A expressao de RAGE, B-amiléide, CD11B e CD68 aumentou 10 dias
apos a inducao da meningite; no entanto, a inibicdo de RAGE diminuiu a expresséo

desses marcadores (figura 7a, b, c, d, p < 0,05).
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Figura 7: Expressdo de RAGE; B-amildide, CD11B; CD68, HMGB1; NLRP3, GFAP no cortex pré-
frontal de ratos Wistar submetidos ao modelo experimental de meningite pneumocécica. Os dados
foram expressos como média + SEM e os grupos foram comparados por meio ANOVA e teste de
Tukey. *p < 0,05, **p < 0,01 indicam significancia estatistica comparada ao grupo controle; #p < 0,05
indicam significancia estatistica quando comparados ao grupo da meningite. Figura elaborada pelo
autor, 2019.

Na figura 8 tem-se a expressdo RAGE (a), B-amildide (b), CD11B (c),
CD68 (d), NLRP-3 (e), HMBG1 (f) e GFAP (g) no hipocampo de ratos Wistar tratados
ou ndo com anti-RAGE 10 dias ap0s indugdo de meningite pnemocdcica. Houve
aumento da expressdo de RAGE, B-amiléide, CD11B, CD68 e NLRP-3 quando
comparado ao grupo controle (figura 8a, b, ¢, d, e, p < 0,05). Entretanto, o
tratamento com inibidor de RAGE diminuiu a expressao de RAGE, CD11B e NLRP3
(figura 8a, c, d, p < 0,05).
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Figura 8: Expressédo de RAGE; B-amiléide, CD11B; CD68, HMGB1; NLRP3, GFAP no hipocampo de
ratos Wistar submetidos ao modelo experimental de meningite pneumocécica. Os dados foram
expressos como média + SEM e os grupos foram comparados por meio ANOVA e teste de Tukey. *p
< 0,05. **p < 0,01 indicam significancia estatistica comparada ao grupo controle. #p < 0,05 indicam
significancia estatistica quando comparados ao grupo da meningite. Figura elaborada pelo autor,
20109.
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Na figura 9 pode-se observar através da técnica de imunohistoquimica
marcadores de proteinas para identificar microglia (IBA-1) no cortex pré-frontal e
hipocampo, 10 dias ap6s a inducao de meningite pneumocdcica. Foi observado um
namero aumentado de células imunocoradas para IBA-1 no grupo meningite em
comparagdo com o0 grupo controle no cortex pré-frontal (a) e no hipocampo (b) (p <
0.05). No entanto, o tratamento com RAGE diminuiu a expressédo de IBA-1 em

ambas as estruturas cerebrais.
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Figura 9: Imunohistoquimica de IBA-1 de ratos Wistar submetidos a meningite experimental. (a)
Imagens microscépicas representativas de campo (ampliagdo x 400) imunocoradas com IBA-1 no
coértex pré-frontal. (b) Imagens de campo microscopico representativas (ampliagdo x 100 e x 400)
imunocoradas com IBA-1 no hipocampo. Os dados séo apresentados como a média + SEM (n = 3-4).
*p < 0,01 quando comparado ao grupo controle. ***p < 0,001 em comparacdo com o grupo controle.
#p < 0,05 em comparagdo com 0 grupo meningite,



A coloracdo para GFAP nado apresentou diferengas estatisticas entre os

grupos em nenhuma as estruturas cerebrais analisadas (figura 10).
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Figura 10: Imunohistoquimica de GFAP em ratos Wistar submetidos a meningite experimental. (a)
Imagens microscépicas representativas de campo (ampliagdo x 400) imunocoradas com IBA-1 no
coértex pré-frontal. (b) Imagens de campo microscopico representativas (ampliagdo x 100 e x 400)
imunocoradas com IBA-1 no hipocampo.

Houve aumento na imucoloragdo de RAGE no grupo meningite em
comparagdo com o grupo controle no cortex pré-frontal (figura 11a) e no hipocampo
(11b, p < 0,01). O tratamento com inibidor de RAGE diminuiu a imunocoloracdo em

ambas as estruturas cerebrais em compara¢cdo com o grupo controle.
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Figura 11: Imunohistoquimica de RAGE em ratos Wistar submetidos a meningite experimental. (a)
Imagens microscépicas representativas de campo (ampliagdo x 400) imunocoradas com IBA-1 no
coértex pré-frontal. (b) Imagens de campo microscépico representativas (ampliacdo x 100 e x 400)
imunocoradas com IBA-1 no hipocampo. Os dados sao apresentados como a média + SEM (n = 3-4).
**p < 0,01 quando comparado ao grupo controle. ****p < 0,0001 em comparacdo ao grupo controle.
#p < 0,01 em comparagdo com O grupo meningite. ##p < 0,001 em comparagdo com 0O grupo
meningite.

Na figura 12 a imunocoloracdo para B-amiléidei142 aumentou no grupo

meningite em ambas as estruturas cerebrais em compara¢gdo com 0 grupo controle
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(a — cortex pré-frontal, b — hipocampo). Como esperado, o inibidor de RAGE diminuiu

a imunocoloragéo B-amildidei-42 em comparagdo com o grupo controle.
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Figura 12: Imunohistoquimica de p-amildideis2 em ratos Wistar submetidos a meningite
experimental. (a) Imagens microscépicas representativas de campo (ampliagdo x 400) imunocoradas
com [-amildider42 no coértex pré-frontal. (b) Imagens de campo microscopico representativas
(ampliagdo x 100 e x 400) imunocoradas com [-amildidei42 no hipocampo. Os dados sé&o
apresentados como a média £+ SEM (n = 3-4). **p < 0,01 quando comparado ao grupo controle. ***p <
0,001 em comparagdo ao grupo controle. #p < 0,01 em comparagdo com 0 grupo meningite. #p <
0,01 em comparagdo com 0 grupo meningite.
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5 DISCUSSAO

A meningite bacteriana € uma das doencas infecciosas mais contagiosas
e fatais em todo mundo. A compreensao de suas complexas funcdes fisiopatologicas
torna-se, portanto, fundamental para o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes para evitad-la e erradica-la. Ao investigar o RAGE — receptor do sistema
imune inato — Costerus et al (2017) evidencia que a inibicdo desta molécula reduz
algumas das mudancas fisiolégicas e comportamentais caracteristicas da meningite
bacteriana, bem como as alteracdes ligadas ao principio dos processos
neurodegenerativos. Como ressalta Fritz (2011), o RAGE esta envolvido na resposta
inflamatoéria do hospedeiro, sendo capaz de reconhecer diversos ligantes com
origens e caracteristicas distintas. Soma-se a isso o fato de que esta importante
molécula é capaz de identificar AGEs, membros da familia de proteinas S100,
fibrilas amiloides e B-amiloide, HMGB-1 e antigeno de macrofagos [B-integrina 1
(Macl) (Fritz, 2011; Harris et al., 2012).

Cunningham e Hennessy (2015) destacam que a inflamacéo sistémica e a
neuroinflamacdo s&o relevantes para o declinio cognitivo do envelhecimento
cerebral. Em casos de sepse, a resposta enddgena de protecdo pode ser provocada
pelo acionamento da via B-amiloide, HMGB-1 e RAGE/NF-kB. Tais rea¢des auxiliam
ainda na producdo de mediadores inflamatérios e compostos neurotoxicos no
cérebro (Meneghini et al., 2013). Ao investigar um modelo experimental de sepse,
Comim et al. (2009) identifica altos niveis de HMGB-1, IL-1B e NADPH oxidase,
marcadores que afetam o desenvolvimento cognitivo de longo prazo. Tendo em vista
gue tais mediadores pro-inflamatorios se relacionam ao RAGE e a sua contencédo —
e, portanto, revelam-se um importante objetivo do ponto de vista terapéutico —,
evidencia-se a relevancia de contribui¢cdes prévias na literatura sobre o tema. Como
revela Nwariaku et al (2002), as citocinas tem o potencial de acionar membros das
cinases da familia Src (SFKs), que atuam na estabilizacdo da disfuncédo da barreira
endotelial relacionada a inflamacéao.

Os resultados do presente estudo demonstram que a meningite foi
associada a niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias no cortex pré-frontal, e
0o TNF-a e IL-1B apareceram aumentados no cortex pré-frontal 10 dias apos a
inducdo da meningite. Corroborando com nosso relato anterior que também

demonstrou que o TNF-a permanece aumentado apos o tratamento com antibidticos
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no cortex frontal (Barichello et al., 2012) e foi associado a comprometimento
cognitivo a longo prazo, (Barichello et al., 2013).

Bolton et al. (1998) identificou que a ruptura da barreira hematoencefalica
(BHE), estimulada por citocinas, foi acompanhada de fosfotirosina elevada nos
vasos sanguineos in vivo. Pesquisa prévia (Barichello et al., 2011) com ratos jovens
revelou que a BHE foi deteriorada entre 12 e 24 horas ap0s a indu¢do de meningite
por S. pneumoniae. O momento da ruptura da BHE atrelou-se ao apice dos niveis de
qguimiocinas e citocinas pro-inflamatorias durante a meningite. Por fim, outro
experimento (De Vries et al., 1996), realizado in vitro, indicou que as citocinas
levaram a quebra da BHE, revelando que essas moléculas acionam células
endoteliais no cérebro para produzir eicosanoides — que, na sequéncia, levam a
abertura da BHE.

Embora a ativagdo da microglia seja uma etapa critica para o
desenvolvimento de inflamag&@o cerebral (Shigemoto et al., 2018). As células
microglianas sdo macrofagos teciduais altamente especializados do SNC (Priller et
al., 2109), a desregulacdo dessa célula desencadeia doencas neuropsiquiatricas,
neurodegenerativas e neuroinflamatorias (Kierdorf et al., 2019). Em uma estratégia
de pesquisa recente, as células da microglia também foram ativadas 10 dias apos a
indug&o da meningite, concomitantemente com um aumento da expressao de RAGE
e B-amiloide no cortex pré-frontal e no hipocampo de ratos sobreviventes a
meningite. O RAGE intensifica a ativagcdo microglial e a resposta imune no cérebro
de diferentes modelos experimentais, como sepse, diabetes mellitus tipo 2, doenca
de Alzheimer (Fang et al., 2018). Como encontrado nesta estratégia de pesquisa, as
células da microglia foram ativadas 10 dias apdés a inducdo da meningite
concomitante com um aumento da expressao de RAGE e AB no cortex pré-frontal e
no hipocampo de ratos sobreviventes & meningite. Ja a administrac@o do inibidor de
RAGE FPS-ZM1 acarretou uma importante diminuicdo nesses parametros.

A inflamacao gerada no cérebro por acdo da S. pneumoniae relaciona-se
a uma severa reacdo imune, mas tal resposta pode ser mais prejudicial ao paciente
do que o agente causador da patologia em si. As consequéncias verificadas apos a
inflamagé@o supracitada incluem a exotoxina; a pneumolisina, que aciona o
complemento; a ativagdo aprimorada de neutrofilos; o aumento da producdo de
mediadores proé-inflamatérios — como o TNF-qa, IL-1B8 e IL6 —; a producdo de 6xido

nitrico e o aumento de metaloproteinases de matrix — que s&o relevantes
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marcadores na viruléncia do pneumococo (Leib et al., 2000; Cockeran et al., 2001) e
atuam no aumento da lesdo cerebral em casos de meningite bacteriana (Waage et
al., 1989; Leib et al., 2000).

Uma das citocinas pro-inflamatorias liberadas por diversas células, o TNF-
a pode ser sintetizado no SNC por microglia, astrocitos e algumas populagbes de
neurdnios apos leséo cerebral (Lieberman et al., 1989). E, como destaca Harashima
et al. (2001), também esta atrelado ao acionamento do NF-kB, apoptose e necrose
celular. Embora a caréncia de TNF-a ndo impeca o recrutamento de leucdcitos e a
diminuicdo da bacteremia no espac¢o subaracnoideo, experimentos com ratos sem
os receptores de TNF, p55 e p75, revelaram a redugéo da inflamagao (Wellmer et
al., 2001). Sriram e O'callaghan (2007) ressaltam que altos niveis desta citocina vém
sendo atrelados a diversas doencas infecciosas, neurologicas, neurodegenerativas e
neurotoxicas. Na pesquisa supracitada, testes com ratos apontaram que os niveis de
TNF-a, IL-1B e IL6 encontravam-se elevados no cortex pré-frontal dos animais 24
horas apés a inducdo a meningite, em comparacdo ao grupo de controle. No
presente estudo, a administracdo do inibidor de RAGE FPS-ZM1 acarretou uma
importante diminuicdo nesses parametros.

Um estudo posterior (Barichello et al., 2010) encontrou resultados
parecidos, indicando a elevacédo dos niveis e IL-13 e IL-6 no cértex pré-frontal 24
horas ap6s a inducdo, mas com auséncia de alteragdes no hipocampo. Tal fato pode
ser atribuido as diferentes sensibilidades ao agente em cada uma das diversas
regibes cerebrais. A expressdo maior de um fator de transcricdo especifico (Gerlofs-
Nijland et al., 2010) pode ser mais significativa de acordo com a area e a fungdo da
célula. Sarnico et al. (2009) ressalta que o NF-kB vem sendo atrelado tanto a
neurogénese quanto a sobrevivéncia neuronal por meio da expressdo de genes anti-
apoptoéticos, apesar deste fator de transcricdo ser também associado a
neurodegeneracdo, devido as suas caracteristicas pro-inflamatérias. O que se
observa é que, de acordo com a &rea e a intensidade em que o NF-kB é expresso ou
dependendo do tipo de célula é que se define a neuroprotecéo ou neurotoxicidade.

TNF-a e IL-1B apresentam diversas fungdes fisioldgicas na resposta
neuroinflamatoéria (Waage et al., 1989). Sabe-se que a IL-183, especificamente, induz
a producédo de outras citocinas, bem como fatores de crescimento (Benveniste,
1992). Ambas elevaram a expressao de p75 em cultura de neurdnios e astrocitos de

hipocampos. E este receptor de neurotrofina € re-expresso em diversas condicoes,
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como lesdo cerebral traumatica, convulsdo, isquemia, estresse oxidativo e lesdo
axonal (Choi, 2001).

Barichello et al. (2009) aponta que a atividade da creatina cinase reduziu
em 24 horas depois da inducdo de meningite por S. pneumoniae. Grandgirard et al.
(2007), por sua vez, demonstrou, através de estudos com camundongos, que a
apoptose no giro dentado de animais infectados com S. pneumoniae gerou um pico
de 30 horas depois do contagio, seguido de uma reducdo da apoptose, retornando
aos niveis normais em 40 horas (Grandgirard, et al., 2007). Esta pesquisa indicou
uma elevacdo nos niveis de citocinas 24 horas apés a infeccdo de meningite,
proximo ao pico maximo de apoptose. Outras patologias neurodegenerativas, tais
como esclerose mdultipla e Parkinson, também apontam dados semelhantes. Os
niveis de TNF-a também aparecem aumentados no LCR e nos tecidos de pacientes
com Alzheimer e em cérebros post-mortem (Hofman et al., 1989)..

Conforme ressalta Costerus et al. (2017), niveis altos e prolongados de
bacteremia favorecem a penetracdo do S. pneumoniae no espaco subaracndideo,
gue se multiplica no LCR sem dificuldades apos ultrapassar a BHE, podendo atingir
até 109 UFCol/mL e colonizar toda a superficie cerebral (Zwijnenburg et al., 2006).
Com o desenvolvimento bacteriano no espaco subaracndideo, o S. pneumoniae gera
uma reagdo imune acentuada por conta da liberacdo de componentes bacterianos
(COIMBRA et al., 2006). A intensa deterioracdo da BHE, a producéo de citocinas e a
acumulacéo de leucdcitos derivados do sangue no LCR sédo fatores relevantes para
o desenvolvimento da patologia, causando a edema cerebral e lesdo neuronal em
meningite bacteriana (Leib; Tauber, 1999). Em pesquisa prévia (Shi et al., 2017), na
qual a integridade da BHE foi danificada pela administracdo do anestésico volatil
isoflurano, o tratamento com anticorpo anti-RAGE evidenciou que o RAGE possui
relevante funcéo na garantia da integridade da BHE.

Shen et al. (2017) ressalta que o declinio cognitivo na neurodegeneragao
pode ser retardado através de intervengfes com inibidores de AGE, anticorpos anti-
RAGE ou antagonistas de RAGE, obtendo resultados satisfatorios. Apesar da maior
parte dos tratamentos atuais para meningite pneumocacica ser realizada através da
eliminacdo da bactéria, estratégias que diminuam a resposta imune exacerbada
também sdo importantes. A pesquisa supracitada foi realizada com animais expostos
a meningite pneumocadcica e, apés 10 dias da intervencdo, estes apresentaram

prejuizo de memoria de habituacdo e reconhecimento de objetos novos. Como
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destaca Schwalm et al. (2014), ha semelhancas entre o modelo experimental de
neuroinflamacdo por meningite e o modelo de inflamacdo por sepse, no qual é
registrado aumento de B-amiloide e danos cognitivos nos animais sobreviventes
(Schwalm et al. 2014).

O estresse oxidativo intracelular € induzido por interacdes AGEs-RAGE,
danificando células nervosas (Deane et al., 2009). Tal condi¢do esta implicada no
desenvolvimento da doenca de Alzheimer, gerando a deposi¢cdo de B-amiloide,
hiperfosforilagdo de tau e causando perda de neurdnios e sinapses (Smith et al.,
2000). Estudo de Ko et al. (2010) demonstrou que os AGEs auxiliam a expressao da
proteina precursora amiloide, levando a producdo de ERO, mas que os efeitos dos
AGEs séo interrompidos quando as células sao pré-tratadas com um inibidor de
ERO. Outra pesquisa (Gu et al., 2014) apontou que a interacdo de AGEs com RAGE
induz a producéo de ERO atravées de NADPH oxidase, gerando, por fim, estresse
oxidativo. Tal condi¢do, por sua vez, propicia a degeneracdo neuronal e pode gerar
comprometimento cognitivo ao longo do envelhecimento e em patologias
neurodegenerativas, como esclerose lateral amiotréfica, doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson e depresséo (Lindqvist et al., 2017). Ja em casos de sepse, 0
estresse oxidativo esta ligado diretamente ao comprometimento cognitivo em um
modelo animal (Barichello et al., 2009).

A andlise de cultura de células primarias de microglia (Shen et al., 2017)
evidenciou que o aumento da expressdao de RAGE elevou os parametros de
estresse oxidativo e inflamacdo. Porém, o tratamento com inibidor de RAGE, FPS-
ZM1 protegeu a microglia primaria do estresse oxidativo garantindo melhora no dano
neuroldgico. Ainda de acordo com Shen et al. (2017), o FPS-ZM1 suprimiu
consideravelmente o aumento da expressdo do RAGE induzida por AGEs, a
ativacdo microglial dependente de RAGE, a translocagcdo nuclear do NF-kB e a
expressdo de mediadores inflamatorios a jusante, como o TNF-a, IL-18, COX-2,
prostaglandina, INOS e NO.

Soma-se a isso o fato de que o FPS-ZM1 diminuiu a expressao de
NADPH oxidase (NOX) estimulada por AGEs e a expressao de ERO (Shen et al.,
2017). Assim, a diminuicdo do RAGE com um inibidor especifico, o FPS-ZM1,
também se revela uma terapia complementar para o tratamento de patologias
pneumocécicas. O FPS-ZM1, que é um inibidor especifico de RAGE de alta

afinidade, impede a ligagdo de B-amiloide ao dominio V de RAGE e diminui o
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estresse celular ocasionado por B-amiloide40 e B-amiloide42. Este inibidor foi
identificado em células que expressam RAGE in vitro e no cérebro de camundongos
in vivo. Conforme ressalta Deane et al. (2012), o FPS-ZM1 néo é tdxico para ratos e
atravessava a BHE sem dificuldades. A ativacdo de RAGE acarreta diversas
cascatas de sinalizagcdo da resposta imune, como a ERK 1/2, que ativa NF-kB e
consequentemente a transcricdo de genes pro-inflamatérios. Depois desta ativacao,
0 estresse oxidativo aumenta, ampliando, por sua vez, a expressdao de RAGE,
gerando um ciclo vicioso que propicia a neuroinflamacéo (Tobon-Velasco et al.,
2014).

Alguns autores (Srikanth et al., 2011; Li et al.,, 2012) associam a
expressdo de RAGE no SNC a neuroinflamacdo, quebra da BHE e
neurodegeneracdo. Deane et al. (2012), por sua vez, revelou que, em estudos com
camundongos transgénicos, o FPS-ZM1 diminui consideravelmente o acionamento
microglial e a expressdo relacionada a NF-kB de citocinas pré-inflamatorias
induzidas por micréglia — inclusive TNF-a e IL-18 no hipocampo e no cértex. Estudo
posterior (Shen et al., 2017) comparou as proteinas extraidas do ndcleo em relacao
ao citoplasma e revelou que a ativacdo do RAGE ampliou a translocacéo do NF-kB
do citoplasma para o nucleo. Este efeito, porém, foi diminuido nas culturas de
células tratadas com FPS-ZM1. O modelo animal com administracdo de AGEs
diretamente no hipocampo apresentou niveis aumentados de NF-kB, TNF-a e IL-13
no hipocampo dos ratos, no entanto, o tratamento com FPS-ZM1 reverteu tais
condi¢bes (Hong et al., 2016).

A pesquisa de Zhang et al. (2016), por sua vez, recorreu a hipericina, o
gue acarretou a consideravel diminuicdo da expresséo de TNF-q, IL-1B, IL-6, INOS e
da produgdo de NO na microglia, propiciada por oligbmero de Pamiloide42. Os
parametros de memodria e aprendizagem também foram verificados no labirinto
aguatico, constando-se que a droga pode ser eficaz no tratamento da doenca de
Alzheimer. Cérebros de pacientes com esta patologia apresentam altos niveis de
AGEs e a interagcdo com seu receptor desempenha um papel relevante. O FPS-ZM1
impede a ligagdo de B-amiloide ao RAGE, reduzindo o prejuizo neuroldgico e a
inflamacdo em modelo de rato transgénico (Deane et al., 2012). Em um modelo
animal com ratos submetidos a injecdo intra-hipocampal de AGEs, com
administracdo intraperitoneal de FPS-ZM-1, verificou-se provavel efeito

neuroprotetor.
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Neste estudo a produgao gradativa de B-amiloide € verificada em animais
expostos a meningite pneumocdcica e a diminuicdo do RAGE inibiu tais efeitos apds
10 dias da inducéo, apontando uma possivel ligacdo entre o0 RAGE e a B-amiloide.
Investigagcbes prévias apontam que a inibicdo de RAGE evitou a producédo de B-
amiloide, inflamacéo, estresse oxidativo e déficits cognitivos em um modelo animal
de doenca de Alzheimer e em ratos que receberam AGE intra-hipocampo (DEANE et
al., 2012).

A HMGB-1, importante DAMP liberado no processo inflamatorio gerado
por conta meningite bacteriana, é encontrada no LCR de pacientes com essa
enfermidade (Tang et al., 2008). O reconhecimento desta proteina é realizado
através dos receptores TLR2, TLR4 e RAGE (Meneghini et al., 2013). Sua relevancia
na inflamacdo ocasionada pela meningite pneumocdcica foi verificada pela
administracao auxiliar de um anticorpo em modelo animal, acarretando a reducéo da
mortalidade dos camundongos doentes (Ma.Ouris et al., 2017).

Ja a pesquisa realizada por Hohne et al, (2013) evidenciou uma liberacao
de grande gquantidade de HMGB-1 no LCR de animais adultos com meningite
pneumocacica, identificando ainda que a concentracdo se elevava ainda mais apos
45 horas de infeccdo, em comparacdo com os dados obtidos 24 horas depois da
inducdo. Neste estudo, verificou-se que a inflamacao foi resolvida mais rapidamente
em ratos tratados com um antagonista do HMGB-1. No entanto, a analise dos
animais com meningite pneumocadcica ndo revelou modificagcbes na expressao de
HMGB-1 no hipocampo e cértex pré-frontal.

Zilka et al. (2012) destaca que a relacdo entre RAGE e fosforilagdo de tau
no cérebro pode associar-se a regulacdo ascendente de RAGE causada pela
ativacdo de microglia e astrécitos, pela liberacdo de mediadores pré-inflamatorios
para 0 meio extracelular e consequente ativacdo de caminhos neurotéxicos nos
neurénios envolvidos na fosforilagdo da tau. No SNC, o RAGE é acionado e
controlado por ligantes e citocinas gerados externamente, de maneira que seus
efeitos intracelulares se dao simultaneamente a sua ativacdo. Uma das
consequéncias é a fosforilagdo da AKT, que estd ampliada juntamente com o0s
marcadores de RAGE, elementos significativos em processos neurodegenerativos e
inflamatorios (Dent, 2014).

Em patologias neurodegenerativas, a ativagdo neuronal de ERK 1/2 esta

comumente atrelada a GSK3-B, que, em cascata, regula a fosforilagdo de tau,
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enquanto na glia estas cinases associam-se a inflamacéo (Kamat et al., 2014). Um
dos efeitos da ligacdo RAGE € o acionamento de NF-kB através de ERK 1/2, que,
por sua vez, ativa citocinas inflamatérias e a transcricdo de RAGE. De maneira
alternada, a ativacdo de Akt atrela-se a respostas de sobrevivéncia, inclusive a
inibicdo da ativacdo pro-inflamatéria e a depuracdo autofdgica de agregados
proteicos (Heras-Sandoval et al., 2014). Evidéncias coletadas através de
levantamento bibliografico e dados encontrados neste estudo apontam que, nas
primeiras horas da meningite pneumococica, as citocinas podem atuar como um
biomarcador para danos cerebrais. Dessa forma, contribuem ainda para o
desenvolvimento da medicina e de um tratamento mais eficaz ou protetivo, capaz de
diminuir os danos consequentes da patologia em questéao.

O aumento da expressao de RAGE pode iniciar varias acdes, como o
transporte de B-amiloide circulante para o cérebro, aumentar a producédo de TNF-q,
IL-18 e IL-6, facilitar o trafego de células imunes através da BBB, aumenta a
resposta neuroinflamatoria pelas células endoteliais, implicando no desenvolvimento
inicial da doenca de Alzheimer em modelos experimentais e exacerbando a
patologia dos pacientes acometido pela doenca de Alzheimer (Pugazhenthi et al.,
2017)

Pesquisas prévias (Gasparotto et al., 2017) indicam que o RAGE é
relevante para as alteracdes bioquimicas e comportamentais em modelo de
inflamacdo por sepse, geralmente atreladas ao comeco de processos
neurodegenerativos. Trata-se de uma importante perspectiva para a compreensao
de fatores semelhantes, que podem associar processos de inflamacéo sistémica
aguda a ativacdo de sinalizacdo neurodegenerativa associada no SNC. Conforme
evidenciado na presente pesquisa, a acdo do RAGE ao longo do episédio
inflamatorio, consequente da indugdo a meningite pneumocécica, pode relacionar-se
a patologias neurodegenerativas tardias.

Pesquisa realizada no Japao (Takeshita et al.,, 2017) indica que
polimorfismos no gene que codifica 0 RAGE podem estar atrelados a suscetibilidade
genética ao desenvolvimento de Alzheimer. A revisdo de literatura sobre novos
tratamentos para essa patologia (Panza et al., 2016) indica que a maioria das
pesquisas sobre atenuacdo dos sintomas atua com um inibidor da enzima de

clivagem de B-secrecédo (BACE) (verubecestat), trés anticorpos monoclonais anti-3-
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amiloide (solanezumab, gantenerumab e aducanumab), um inibidor do RAGE
(azeliragon) e a combinacao de cromolénio de sédio e ibuprofeno (ALZT-OP1).

O inicio genético da doenca de Alzheimer é responsavel por 5% dos
casos, porém os 95% restantes tem um inicio diverso (Bakhta et al., 2019). Uma
infeccdo pode apresentar um potencial importante de conduzir um papel em casos
esporadicos da doenca de Alzheimer (Giridharan et al., 2019). Na sepse
experimental, os marcadores RAGE, B-amiloide e microglia foram aumentados no
cérebro de ratos do tipo selvagem. Apesar da sepse desencadear inflamacao
cerebral e comprometimento cognitivo, a injecéo intracerebral de anticorpo RAGE no
hipocampo reduziu o acumulo de (B-amiloide, diminuiu a expressédo de RAGE e a
ativacdo das células microgliais e preveniu déficits comportamentais associados ao
comprometimento cognitivo em sobreviventes de sepse (Gasparotto et al., 2018).
Segundo Golde (2016) a possibilidade € que B-amiloide atue como um peptideo
antimicrobiano, e o patdégeno desencadeie a produgéo e a deposi¢ao de B-amiloide
no ceérebro, iniciando a cascata patoldgica associada a patologia da doenca de
Alzheimer.

Outros estudos apdiam a hip6tese do papel de agentes infecciosos na
patologia da doenca de Alzheimer, como Porphyromonas gingivalis (Dominy et al.,
2019) Toxoplasma gondii (Torres et al., 2018) e infeccbes por virus herpes simplex
tipo 1 (HSV-1) (De Chiara et al., 2019). A hipotese inflamatoria foi recentemente
reforcada por estudos de associacdo em todo o genoma, que identificaram genes
para receptores imunes que foram associadas a um aumento no risco da Doenca de
Alzheimer, considerando o receptor desencadeador expresso nas células mieldides-
2 (TREM-2) (Guerreiro et al., 2013) e CD33 (Gricius et al., 2013).

Qualguer que seja a causa, essa sequéncia de eventos gerados pela
meningite pneumocdcica persiste por muito tempo apés a resolucao da infeccéo e
recuperacdo, no entanto, eles podem desencadear um declinio neurocognitivo. O
eixo RAGE/B-amiloide € uma caracteristica comum subjacente a muitas infec¢oes,
doencas cronicas e neurodegenerativas. Evidencia-se, portando, a relevancia da
inibicdo do RAGE no desenvolvimento desta doenca neurodegenerativa. E, diante
da tendéncia do envelhecimento populacional na contemporaneidade, a perspectiva

é de que aincidéncia de doencas como essa torne-se cada vez mais comum.
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6 CONCLUSAO

Este estudo ratificou a importdncia do RAGE na neuroinflamacao
ocasionada pela meningite pneumocodcica. A investigacdo provou que 0s ratos
Wistar tiveram niveis elevados de HMGB1, de deposicdo de B-amiloide e da
expressdo de RAGE no cortex pré-frontal e no hipocampo 10 dias apos serem
submetidos ao modelo experimental de meningite pneumocadcica. O tratamento com
um inibitério de RAGE se fez eficiente na prote¢do neuronal, possibilitando minimizar
os danos ocasionados por esta doenca. Embora este estudo comprove a atuacao de
RAGE em doencas neurodegenerativas, outras pesquisas precisam ser realizadas
de maneira que as anomalias provaveis que a neuroinflamacdo por meningite

pneumocadcica venha ocasionar, sejam averiguadas e atenuadas.
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