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Tente Outra Vez

Raul Seixas

Vejal

N&o diga que a cancéo
Esta perdida

Tenha em fé em Deus
Tenha fé na vida
Tente outra vez!...
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Pois a agua viva
Ainda t& na fonte
(Tente outra vez!)
Vocé tem dois pés
Para cruzar a ponte
Nada acabou!

Nao! Nao! Nao!...

Oh! Oh! Oh! Oh!
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Levante sua mao sedenta
E recomece a andar
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Que a cabega aglenta
Se vocé parar

Nao! Nao! Nao!

Nao! Nao! Nao!...

Ha uma voz que canta
Uma voz que danga
Uma voz que gira
(Gira!)

Bailando no ar

Uh! Uh! Uhl...

Queira! (Queira!)
Basta ser sincero

E desejar profundo
Vocé serd capaz

De sacudir o mundo
Vail

Tente outra vez!
Humrum!...

Tente! (Tente!)

E nao diga

Que a vitéria esta perdida
Se é de batalhas

Que se vive a vida

Han!

Tente outra vez!...



RESUMO

A meningite bacteriana causada por Streptococcus pneumoniae estd associada a
uma alta taxa de mortalidade e sequelas neuroldgicas persistentes, incluindo déficit
sensoério-motor, convulsdes, prejuizo de aprendizagem e memoria. A proliferacao do
microrganismo no espaco subaracndéideo e ventricular desencadeia uma resposta
inflamatéria intensa, na tentativa de eliminar o microrganismo invasor. Mediadores
pro-inflamatérios liberados no processo inflamatério incluem o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL)-1B, IL-6. Assim, o objetivo deste estudo foi
verificar os niveis de TNF-a, IL-1 B, IL-6 e CINC-1 e sintomas semelhantes a
depressado em ratos Wistar induzidos a meningite pneumocécica. Os animais foram
submetidos a inoculagcao na cisterna magna e receberam 10 yL de soro fisiolégico
estéril no grupo controle ou um volume equivalente de uma suspensdo de S.
pneumoniae na concentragdo 5x10° UFC/mL. Os animais foram sacrificados em
diferentes tempos: 0, 6, 12, 24, 48 e 96 horas apdés a inoculacao para dosagem dos
niveis de mediadores pré-inflamatérios em estruturas cerebrais. Em outro estudo,
dez dias apds a inducéo, foi utilizado o teste de nado forcado para avaliagdo do
comportamento semelhante a depressao e dosagem dos niveis de TNF-a,, IL-1 B, IL
-6 e CINC-1. No hipocampo, houve aumento dos niveis do TNF-a em 6 horas; os
niveis de CINC-1 foram aumentados em 6, 12 e 24 horas e, nos niveis de IL-1 B e IL-
6, ndo houve alteracoes. No cortex pré-frontal, os niveis de TNF-a foram
aumentados apenas 6 horas ap6s a inducao e, no que se refere a IL-1B e IL-6, os
niveis foram aumentados apenas em 24 horas apds a inducao da meningite. Em
CINC-1, foram encontrados niveis aumentados em 6, 12 e 24 horas ap6s a inducao
a meningite. No teste de nado forcado realizado 10 dias apds a inducédo da
meningite, foi observado um aumento significativo no tempo de imobilidade no grupo
meningite em comparacao ao grupo controle. O nivel de TNF-a aumentou no cértex
pré-frontal, mas ndo no hipocampo. Os niveis de IL-1B, IL-6 e CINC-1 néo
apresentaram alteracbes no coértex pré-frontal e no hipocampo 10 dias apés a
inducdo da meningite pelo S. pneumoniae. Os dados sugerem que 0sS niveis de
citocinas e quimiocinas podem ser possiveis biomarcadores de danos cerebrais nas
primeiras horas da meningite pneumocdcica, sendo esse modelo uma boa
ferramenta de pesquisa para o estudo dos mecanismos biolégicos envolvidos nas
alteracées comportamentais da meningite pneumocacica.

Palavras-chave: Sireptococcus pneumoniae, meningite, citocinas, quimiocinas,
depressao.



ABSTRACT

Bacterial meningitis due to Streptococcus pneumoniae is associated with a
significant mortality rate and persisting neurologic sequelae including sensory-motor
deficits, seizures, and impairments of learning and memory. The presence of
proliferating bacteria within the subarachnoid and ventricular space compartments
triggers an intense inflammatory host response to kill the invading microorganism.
Proinflammatory mediators released in the process include tumor necrosis factor
alpha (TNF-a), interleukin (IL)-1B, IL-6, and all of which have been shown to
contribute to the development of brain injury in bacterial meningitis. Thus, the aim of
this study was to verify the levels of the TNF-a, IL-1B, IL-6, CINC-1 in the rat brain
and depressive-like behavior after pneumococcal meningitis. The animals underwent
a magna cistern tap receiving either 10 uL sterile saline as a placebo or an
equivalent volume of a S. pneumoniae suspension at the concentration 5x10° cfu/mL.
The animals were killed at 0, 6, 12, 24, 48, 96 h and ten days after induction we
evaluated depressive-like behavior by using the forced swimming test and verified
the levels of the TNF-a, IL-1B, IL-6 and CINC-1. In the hippocampus we found
increased levels of the TNF-a only at 6 hours; the CINC-1 increased levels at 6, 12 e
24 hours and the IL-6 and IL-1P levels there was no alteration. In the frontal cortex,
the TNF-a levels were found increased only at 6 hours, the IL-1B andIL-6 the levels
were found increased only at 24 hours after meningitis induction. The CINC-1 levels
were found increased at 6, 12 and 24 hours after meningitis induction. In the forced
swimming test, 10 days after meningitis induction we observed a significant increase
in the immobility time in the meningitis group compared to the sham group. The TNF-
o levels were found increased in the prefrontal cortex, but not in the hippocampus.
On the other hand, we did not find any alteration in IL-1B, IL-6 and CINC-1 levels in
prefrontal cortex and hippocampus 10 days after meningitis induction by S.
pneumoniae. Our data suggest that cytokine/chemokine levels can be putative
biomarkers of brain damage in the first hours of the pneumococcal meningitis and the
meningitis animal model may be a good research tool for the study of the biological
mechanisms involved in the behavioral alterations secondary to pneumococcal
meningitis.

Key-words: Sireptococcus pneumoniae, meningitis, cytokine, chemokine, dehavior.
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1 INTRODUCAO

Este capitulo discorre sobre questdes referentes ao tema desta tese —
Avaliacao dos niveis de mediadores pro-inflamatérios e comportamento semelhante
a depressao em ratos Wistar adultos induzidos a meningite pneumocdcica —, além
de apresentar os objetivos da pesquisa realizada. Assim, temos, na sequéncia, uma
abordagem sobre meningite, epidemiologia, Streptococcus pneumoniae,
fisiopatologia, citocinas e quimiocinas, depressdo, modelo animal de meningite, o

objetivo geral e os objetivos especificos.

1.1  Meningite

As infecgbes do Sistema Nervoso Central (SNC) estdo entre as doencas
mais debilitantes do século XXl em todo o mundo (WHO - WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2004; KIM, 2008). A meningite bacteriana é uma inflamacao das
meninges que afeta a piamater, a aracnéide e o espaco subaracndideo (KIM, 2010).
Entretanto, a mortalidade e a morbidade variam de acordo com a idade — incluindo
recém-nascidos —, com 0 microrganismo infectante e com a localizagdo geografica,
principalmente em individuos que vivem em paises subdesenvolvidos (KLINGER et
al., 2000; KIM, 2003; 2010). A infeccao aguda mais severa do SNC é a meningite
ocasionada pelo Streptococcus pneumoniae (MOLYNEUX et al., 2002; DE GANS,
VAN DE BEEK, 2002; BRANDT, 2010).

A meningite causa danos que afetam multiplas areas do cérebro com uma
distribuicao heterogénea e em diferentes tempos (KIM et al., 1995). A falta de

uniformidade nos danos ocorridos gera uma dificuldade para avaliar a severidade e
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0 grau dos danos neuronais (IRAZUZTA et al., 2000). Isso dificulta quantificar os
danos cerebrais, especialmente em periodos imediatamente apds a lesdo, o que cria
obstaculos nas novas terapias (IRAZUZTA et al., 2001).

O SNC difere, na resposta inflamatéria, em relagdo a outros tecidos. A
infiltracdo celular no cérebro em resposta a inflamacgao, a infeccdo e ao dano pode
ser fraca e lenta, mas, muitas vezes, essa resposta pode ser induzida rapidamente.
A resposta rapida inclui ativagao da microglia, liberacao de proteinas de fase aguda,
complemento e citocinas (ALLAN; ROTHWELL, 2001). O fator de necrose tumoral
(TNF-a), a interleucina 1B (IL-1B), a interleucina 6 (IL-6) (MELI et al., 2006; VAN DE
BEEK, 2009) e a citocina quimiotatica indutora de neutréfilos (CINC-1) (BARAFF et
al., 1993) tém mostrado contribuir para o aumento do dano cerebral da meningite

bacteriana (WAAGE et al., 1989; LEIB et al., 2000; LEPPERT et al., 2000).

1.2 Epidemiologia

No mundo, a incidéncia anual da meningite bacteriana &
aproximadamente de 1,2 milhées de casos, ocorrendo 135 mil mortes por ano
(KLEIN et al., 2006).

A mortalidade por meningite pneumocoécica pode variar, ocorrendo em
torno de 15% em paises industrializados e até 40% em paises em desenvolvimento
(DE GANS; VAN DE BEEK, 2002; MOLYNEUX et al., 2002; BRANDT, 2010).
Aproximadamente 50% dos sobreviventes apresentam sequelas, incluindo prejuizo
de aprendizagem, meméria temporaria e perda auditiva — com possibilidade de
ocasionar surdez —, retardo mental e hidrocefalia (WALD et al, 1995;

MERKELBACH et al., 2000; BRANDT, 2010).
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Os agentes da meningite bacteriana, comumente encontrados nos Estados
Unidos e no norte da Europa, incluem S. pneumoniae, cuja incidéncia varia entre 47 e
51%,; Neisseria meningitidis, variando entre 25 e 37%; e Listeria monocytogenes, com
variacao entre 4 e 8% dos casos (HONDA; WARREN, 2009).

Nos Estados Unidos, a incidéncia anual de meningite bacteriana é de 3 a
6 casos por 100.000 habitantes (CHOIC, 2001; WEISFELT et al., 2006; HONDA;
WARREN, 2009); na Franca, é de 2,23 casos por 100.000 habitantes (VARON,
2009); na Republica Tcheca, a meningite pneumocécica variou entre 0,4 e 0,6 casos
por 100.000 habitantes, entre os anos de 1997 e 2006 (MOTLOVA et al., 2009).

Na Africa subsaariana, aproximadamente 430 milhdes de pessoas vivem
na area conhecida como cinturdo da meningite, que se estende do Senegal até a
Etiépia. Mesmo utilizando tratamento adequado com antimicrobianos, cerca de 10%
dos pacientes morrem e até 20% ficam com sequelas definitivas, como perda
auditiva e danos cerebrais (WHO, 2008, site).

No Brasil, cuja populacdo é de 192.879.731 habitantes, segundo
estimativa do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), houve uma
incidéncia anual de 10,22 casos por 100.000 habitantes no ano de 2009, sendo que
o0 estado de Sao Paulo teve incidéncia de 19,93 por 100.000 habitantes. Entre as
capitais, Manaus teve 7,01 de incidéncia; Teresina, 64,18; Sdo Paulo, 25,58; Campo
Grande, 30,7; e Porto Alegre, 30,7. O estado de Santa Catarina teve 14,76 casos e
suas cidades mais populosas apresentaram a seguinte incidéncia: Joinville, 19,33;
Florian6polis, 21,05; Blumenau, 12,80; Criciuma, 86,25; Chapecé, 2,57, todos por
100.000 habitantes (BRASIL, 2009).

Em Salvador, a terceira maior cidade do Brasil, mais de 80% dos

individuos acometidos por meningite bacteriana residem em favelas. A incidéncia
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anual da meningite pneumocécica é de 31,7 casos por 100.000 habitantes por ano,

com faixa etaria entre 1 e 5 anos (KO et al., 2000; REIS et al., 2008).

1.3 Streptococcus pneumoniae

O S. pneumoniae possui varios mecanismos de patogenecidade, entre
eles capsula de polissacarideo, pneumolisina, hialuronidase, lipoproteinas e
proteinas de superficie (MITCHELL; MITCHELL, 2010).

A capsula de polissacarideo é, provavelmente, o fator mais importante de
viruléncia do pneumococo. Na viruléncia, o papel da capsula decorre de sua
atividade antifagocitaria. A presenca da capsula impede a célula bacteriana de
interagir com os receptores das células fagocitarias, permanecendo o0 microrganismo
extracelular, facilitando também a colonizacdo, reduzindo a exposicado do
microrganismo ao antimicrobiano (NELSON et al., 2007; VAN DER POLL et al.,
2009; MITCHELL; MITCHELL, 2010)

A pneumolisina, maior exotoxina do S. pneumoniae, possui propriedades
citotoxicas e pré-inflamatérias e € um importante determinante da viruléncia
pneumococica. Os efeitos proé-inflamatérios da pneumolisina incluem ativagdo do
complemento, recrutamento de neutréfilos, aumento dos niveis de TNF-q,
interleucina IL-1B, éxido nitrico (PATON, 1996; BRAUN et al., 1999; BRAUN et al.,
2007) e ativacao da resposta imune através do receptor Toll-like-4 (SRIVASTAVA et
al., 2005; BRAUN et al., 2007). A pneumolisina ocasiona a morte celular neuronal
através do dano na membrana mitocondrial. Uma potencial estratégia para reduzir o
dano celular causado pelo S. pneumoniae é neutralizar essa toxina (BRAUN et al.,

2007).
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A hialuronidase é uma enzima que rompe 0 acido hialurénico que, por sua
vez, é um componente conectivo dos tecidos dos mamiferos. A degradacao pode
ajudar a propagacdo e a colonizacdo do microrganismo, potencializado,
principalmente, na pneumonia pneumococica através da interagdo com citocinas e
quimiocinas pro-inflamatérias. O TNF-a e a IL-1p sdo capazes de induzir a produgéao
do acido hialurénico pelos fibroblastos (IRWIN et al., 1994; MITCHELL; MITCHELL
2010).

A neuraminidase cliva o acido N-acetilneuraminico de glicolipideos,
lipoproteinas e oligossacarideos nas superficies das células e em fluidos corporais.
Esse mecanismo de patogenecidade pode causar danos diretos ao hospedeiro. A
perda de acido sialico devido a atividade da neuraminidase facilita o avanco do
pneumococo para a tuba de Eustaquio até o ouvido médio (LINDER et al., 1994;

MITCHELL; MITCHELL, 2010).

1.4 Fisiopatologia

O pneumococo coloniza a mucosa da superficie do trato respiratério
superior, sendo a colonizacao desse sitio aparentemente assintomatica. A rota de
propagacao do pneumococo no SNC ainda nao foi totalmente elucidada. Focos,
como otite média, sinusite, pneumonia e bacteremia, parecem ser 0S percursos
evidentes (OSTERGAARD, 2005; OSTERGAARD et al., 2005; BRANDT, 2010).

O S. pneumoniae atravessa a barreira hematoencefalica (BHE), que é
uma estrutura funcional do cérebro formada por células endoteliais microvasculares,
astrécitos e pericitos, responsaveis pela manutengcdo do microambiente neuronal

através da regulacdo da passagem de moléculas de dentro para fora do cérebro,
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protegendo-o de microrganismos e toxinas presentes na corrente sanguinea (KIM et
al., 2004; KIM, 2008). O pneumococo atravessa a barreira hematoencefalica através
da ligagao, na parede celular, com a fosforilcolina e com o receptor do fator ativador
de plaquetas. Esse patégeno utiliza o mecanismo de passagem transcelular sem
evidéncia alguma de dano na juncao intercelular ou deteccdo do microrganismo
entre as células (KIM, 2003, 2006, 2008).

Quando o microrganismo invade o SNC, replica-se rapidamente e, ao
mesmo tempo, ocorre lise bacteriana que leva a liberacdo de componentes, como
polissacarideo, acido teicoico e peptidioglicano, os quais estimulam a liberacao de
moléculas neuroinflamatérias e outras proteinas proé-inflamatérias do hospedeiro
(WAGGENER, 1974; VAN DE BEEK, 2009). Com isso, ocorre 0 aumento de
leucécitos, predominantemente neutréfilos e granulécitos, no espago subaracnéideo
(BRANDT, 2010), e aumento da permeabilidade da BHC e do fluxo sanguineo
cerebral, resultando em acumulo de liquido devido ao extravasamento dos
constituintes plasmaticos, o que leva ao desenvolvimento de edema cerebral,
indicando que esse mecanismo pode ser a causa do aumento da pressao
intracraniana e do comprometimento cerebral. Além disso, a resposta preliminar do
hospedeiro em reconhecimento ao patégeno e a produgédo de citocinas continua
sendo intensamente investigada com a finalidade de identificar beneficios e
consequéncias dessa resposta do hospedeiro (BRANDT, 2010).

A investigacdo macroscépica em autopsias realizadas em pacientes que
morreram de meningite pneumocécica revelou secrecdao purulenta e camadas
fibrinosas recobrindo a superficie cerebral (QUAAD; KRISTENSEN, 1962; BRANDT,
2010). O estudo microscopico foi caracterizado por necrose tecidual nos hemisférios

corticais e pela apoptose no giro denteado de células hipocampais (NAU et al.,
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1999). A apoptose neuronal no hipocampo esta associada a disfuncdo da meméria
e da aprendizagem em sobreviventes de meningite (NAU et al., 1999; BRANDT,

2010).

1.5 Citocinas e Quimiocinas

O sistema imune é altamente integrado com outros sistemas fisiolégicos e
bioldgicos (TEELING; PERRY, 2009). A comunicagao bidirecional entre o sistema
imune e o SNC possibilita interacao entre o cérebro e a resposta imune, sendo que
essa resposta também pode estar envolvida em processos neuropatolégicos
(MILLER et al., 1999).

As citocinas compdéem um grupo heterogéneo de mensageiros
moleculares que sao produzidos pelas células, como linfécitos e macréfagos, com a
finalidade de regulamentar as respostas imunes. Apesar de suas especificidades
biolégicas, suas atividades podem variar em duas categorias gerais de citocinas, as
quais podem ser distinguidas em pré-inflamatérias e anti-inflamatérias. As pré-
inflamatérias sdo compostas por citocinas que estdo envolvidas direta ou
indiretamente no processo inflamatério, como a IL-1f, IL-6, interferon e TNF-a. As
anti-inflamatérias sdo conhecidas por diminuir a resposta imune, contrariando a
ativacao celular, bem como a produgéo de mediadores pré-inflamatérios. Esse grupo
inclui a IL-4, aIL-10 e a IL-13 (JANEWAY; TRAVERS, 1997).

Em condicdes patoldgicas, tais como inflamagdes agudas, crénicas ou
dano tecidual, o sistema imune é ativado e ocorre um aumento da producao de
macrofagos, liberacdo de citocinas, como IL-1B, IL-6 e TNF-o (JANEWAY;

TRAVERS, 1997) e seus receptores tém sido produzidos pelo proprio SNC,
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principalmente pelos astrocitos e microglia. Em certas condigdes, alguns neurbnios
também sao capazes de liberar citocinas (FREIDIN et al., 1992).

As citocinas produzidas tém sido encontradas em diferentes locais do
SNC, incluindo hipotalamo, hipocampo, cerebelo, regido circunventricular, ganglios
basais, nucleos do tronco cerebral e regides do prosencéfalo (BREDER et al., 1988).

Ap0és a interacao entre o microrganismo e o hospedeiro, ocorre a resposta
defensiva que envolve tanto componentes do sistema imune humoral como o
celular. As células mononucleares desempenham um papel fundamental liberando
as classicas citocinas pro-inflamatoérias — IL-1B, IL-6 e TNF-o - além de outra
variedade de interleucinas, incluindo a IL-12, IL-15, IL-18, e uma série de outras
moléculas, como quimiocinas, mediadores lipidicos como fator ativador de
plaquetas, prostaglandinas, leucotrienos, espécies reativas de oxigénio e Oxido
nitrico (CHOI; FRIEDMAN, 2009).

O TNF-a é uma citocina composta por 157 aminoacidos e produzida em
resposta as lesdes inflamatérias, infecciosas ou estimulada por macréfagos,
linfocitos, neutrdfilos e células estruturais, tais como fibroblastos, células musculares
lisas (BALAKUMAR; SINGH, 2006), astrocitos e microglia (KRONFOL; REMICK,
2000). O TNF-o é considerado uma molécula pré-inflamatéria que aumenta a
resposta imune para acelerar a eliminacdo do patégeno e uma melhor eficacia do
processo inflamatério. O TNF-a tem vérios efeitos, incluindo citotoxicidade, atividade
antiviral e ativacdo do fator de transcricdo e regulagdo da resposta imune
(BHARDWAJ; AGGARWAL, 2003). O TNF-a exerce efeitos através da ligacado com
receptores especificos denominados TNF-R1 e TNF-R2 (GOSSELIN; RIVEST,
2007). O TNF-R1 é mais abundante e existe na maioria dos tecidos e tipos celulares,

além de parecer ser o principal receptor de sinalizacdo. A maioria dos efeitos
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deletérios ocasionados pelo TNF-a parece ser mediada por esse receptor. O TNF-
R1 medeia muitas acées do TNF-q, incluindo a producao de citocinas, ativacdo do
fator de transcricao NF-Kb e apoptose. Curiosamente, a ativacao do TNF-R1 pode
desencadear uma dupla cascata de sinalizacdo que, em diferentes tipos celulares,
pode levar a apoptose, proliferacao, diferenciacado ou sobrevivéncia. Em neurbnios
e microglia, TNF-a induz apoptose quando se liga ao receptor TNF-R1 (BRIETZKE;
KAPCZINSKI, 2008)

A IL-1B tem varias fungdes neuroinflamatérias, em particular a IL-1p é
conhecida por induzir a producdo de outras interleucinas e fator de crescimento,
afetando a resposta neuroenddécrina e a atividade do sistema hipotalamico pituitario
adrenal, exercendo direta influéncia sobre a neurodegeneracdo, sendo que a
inibicdo da IL-1B e TNF-a evita dano neuronal ocasionado pela isquemia cerebral.
Além dos efeitos neurodegenerativos, a IL-1p afeta a remielinizacdo pelos
oligodendrdcitos apos a lesdo (CHOI; FRIEDMAN, 2009).

A IL-1B é uma potente citocina que guia a resposta inflamatéria de fase
aguda e tem um papel essencial na resposta imune inata. Altos niveis de IL-13 tém
sido implicados em doencas inflamatorias, incluindo diabetes tipo 2.

Pacientes com meningite pneumocécica podem liberar no SNC citocinas,
particularmente IL-6 e TNF-a, as quais contribuem para sua elevacao no plasma, o

que é essencial para o desenvolvimento da sepse (KIRSTEN et al., 2005).

1.6 Depressao

A depressao é uma crescente preocupacdo mundial de saude publica

(JOHNSON et al.,, 2009). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a
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depressdo € um transtorno mental comum, caracterizado por tristeza, perda de
interesse ou prazer e de apetite, sentimentos de culpa ou baixa autoestima, sono
perturbado, baixa energia e baixa concentracdo (OMS, 2010, site). Doencas
infecciosas do SNC podem ocasionar, direta ou indiretamente, sintomas
neuropsiquiatricos (BRIETZKE; KAPCZINSKI, 2008). Os transtornos psiquiatricos
tém relatado modificacbes das funcbes da atividade do sistema imune,
principalmente na depressao maior. O desequilibrio das fung¢des da atividade do
sistema imune em depressao € um fendmeno que tem sido demonstrado inUmeras
vezes (KRONFOL et al., 1983). Existem alguns estudos que descrevem um potencial
papel das citocinas na patogénese da depressao. Pacientes com depressao que sao
saudaveis parecem ter ativado vias inflamatérias, levando a um aumento dos niveis
de citocinas proé-inflamatérias e proteinas de fase aguda, bem como com o aumento
da expressado de quimiocinas e moléculas de adesao (RAISON et al., 2006; KIM et
al., 2007; YANG et al., 2007; BRIETZKE; KAPCZINSKI, 2008). De acordo com esses
conceitos, a depressdo maior pode ser considerada um transtorno
psiconeuroimunolégico através da liberagdo de citocinas pré-inflamatorias, sendo
responsaveis por uma modificacdo de comportamento, alteracbes neuroenddcrinas

e neuroquimicas que estao associadas a condi¢des psiquiatricas (LEONARD, 2001).

1.7 Modelo Animal de Meningite

O modelo animal de meningite utilizando ratos € extremamente versatil e
permite refinada avaliagdo clinica e neuroldgica dos sintomas devido a tranquila
manipulacdo desses animais. A avaliacdo da habilidade de aprendizagem em ratos

pode ser utilizada em estudos posteriores a indu¢cdo da meningite para verificar os
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prejuizos cognitivos (LEIB et al., 2001). Outras vantagens desse modelo incluem a
inoculacdo da meningite e a amostragem. Grandgirard et al. (2007a) identificaram
morte celular por apoptose no giro denteado hipocampal de ratos jovens. Dano
hipocampal semelhante foi verificado em humanos que morreram devido a meningite
(NAU, 1999). Esse modelo também ¢é utilizado em estudos neurossensoriais
associados a perda auditiva (KESSER et al, 1999; KLEIN et al, 2003) e a
alteracdes na barreira hematoencefélica. Pressao intracraniana e edemas cerebrais
também foram mensurados com sucesso nesse modelo (LORENZL et al., 1996;
PEDERSEN et al., 2007; PEDERSEN et al., 2008). Em nosso estudo, foram usados
ratos Wistar adultos (250-300g) e machos, submetidos a meningite pneumocécica

pela via intracisternal.
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2 Obijetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar os niveis de mediadores pré-inflamatérios e comportamento
semelhante a depressdo em ratos Wistar adultos induzidos a meningite

pneumocacica.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os niveis de TNF-a no hipocampo, cortex, cértex pré-frontal e liquido
cefalorraquidiano nos tempos de 0, 6, 12, 24, 48 e 96 horas ap6s a inducao de
meningite pneumocacica em ratos Wistar adultos.

Verificar os niveis de TNF-a, IL-18, IL-6 € CINC-1 em ratos adultos submetidos
a um modelo de meningite pneumocdcica.

Analisar os niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6 e CINC-1 no hipocampo, cortex e
liguido cefalorraquidiano, 10 dias apds a inducao a meningite pneumocécica em
ratos Wistar adultos.

Verificar os sintomas semelhantes a depressao, através do teste de nado

forcado 10 dias apds a inducédo da meningite pneumocécica em ratos Wistar adultos.
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3 RESULTADOS

Dedicamos este capitulo a apresentacao dos resultados obtidos com os
estudos realizados.

Na secdo 3.1, temos os resultados referentes a avaliacdo dos niveis de
TNF-a no hipocampo, coértex, cértex pré-frontal e liquido cefalorraquidiano nos
tempos de 0, 6, 12, 24, 48 e 96 horas em ratos Wistar adultos induzidos a meningite
pneumocaocica, a qual se constitui no primeiro objetivo especifico deste estudo.

Tais resultados se encontram expostos, nesta tese, com o titulo “Artigo 17,
haja vista que foram publicados, em dezembro de 2009, no periédico Neuroscience
Letters, volume 467, edicdo 3, paginas 217-219, com estruturacdo de artigo
intitulado Tumor necrosis factor alpha (TNF-o) levels in the brain and cerebrospinal
fluid after meningitis induced by Streptococcus pneumoniae.

Na secao 3.2, cujo titulo & “Artigo 27, trazemos os resultados
concernentes ao segundo objetivo especifico, qual seja, avaliar os niveis de TNF-a,
IL-1B, IL-6 e CINC-1 em ratos Wistar adultos induzidos a meningite pneumocécica.
Esses resultados foram publicados, em abril de 2010, no Journal of
Neuroimmunology — volume 221, edicdo 1, paginas 42-45 —, no formato de artigo,
com o titulo TNF-a, IL-1B, IL-6, and CINC-1 levels in rat brain after meningitis
induced by Streptococcus pneumoniae.

A secédo 3.3, a qual denominamos “Artigo 3”, expbde os resultados que
obtivemos com a avaliagao dos sintomas semelhantes a depressao, através do teste
de nado forgcado, em ratos Wistar adultos 10 dias apdés a inducao da meningite
pneumocoécica, a qual se constituia como nosso quarto objetivo especifico.

Estruturamos os referidos resultados com o titulo Depressive-like-behavior and
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proinflamatory interleukine levels in the brain of rats submitted to pneumococcal

meningitis, com publicagdo no periddico Brain Research Bulletin, em maio de 2010.
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3.1 Artigo 1

Titulo: Tumor necrosis factor alpha (TNF-) levels in the brain and cerebrospinal fluid
after meningitis induced by Streptococcus pneumoniae.
Autores: Tatiana Barichello, Ivonete dos Santos, Geovana D. Savi, Anelise F.
Florentino, Cintia Silvestre, Clarissa M. Comim, Gustavo Feier, Daniela Sachs,
Mauro M. Teixeira, Antonio L. Teixeira, Jodo Quevedo.

Artigo publicado no periddico: Neuroscience Letters 467 (2009) 217-219.
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Bacterial meningitis due to Streptococcus pneumoniae is associated with a significant mortality rate and
persisting neurologic sequelae including sensory-motor deficits, seizures, and impairments of learn-
ing and memory. The presence of proliferating bacteria within the subarachnoid and ventricular space

Accepted S 0cinber2(09 compartments triggers an intense inflammatory host response at killing the invading microorganism.

Proinflammatory mediators released in the process include tumor necrosis factor alpha (TNF-at), inter-
m:srf;s leukin (IL)-1B, IL-6. TNF-c¢ have several effects, including cytotoxicity, antiviral activity, transcription
TNF-ug factor activation, and immune response regulation. Thus, the aim of this study was to verify the levels of

Streptococcus pneumoniae the TNF-« after pneumococcal meningitis in male Wistar rats. The animals underwent a magna cistern tap
NS receiving either 10 pLL sterile saline as a placebo or an equivalent volume of a S. pneumoniae suspension
at the concentration 5 x 10° cfu/mL. The animals were killed at 0, 6, 12, 24, 48 and 96 h after induction.
The brain was removed and hippocampus, cortex, prefrontal and cerebrospinal fluid (CSF) were isolated
and used for the determination of TNF-« levels. We found an increase in TNF-« levels at 6 h after induc-
tion of the meningitis in the hippocampus (p <0.01), frontal cortex (p<0.05), and cerebrospinal fluid
(p<0.001).There was no alteration in the cortex. Our data suggest that TNF-a is involved in the patho-
physiology of the pneumococcal meningitis and could be investigated as a putative biomarker for brain
damage in the first hours.
© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Meningitis is an inflammation of the meninges, the membranes
covering the brain and spinal cord, and is characterized by clini-
cal symptoms of headache, fever and meningism [16]. The annual
incidence, among adults, of bacterial meningitis (three to six cases
per 100,000 persons) [3], common causes of bacterial meningitis
in the United States and Northern Europe include Streptococcus
pneumoniae (47-51% of cases), Neiseria meningitidis (25-37%), and
Listeria monocytogenes (4-8%) [11]. S. pneumoniae is a major cause
of severe infections such as meningitis, septicemia and pneu-
monia worldwide [6]. Pneumococcal meningitis is consistently
associated with a particularly high incidence of neurologic seque-

* Corresponding author at: Laboratério de Fisiopatologia Experimental, PPGCS,
UNASAU, Universidade do Extremo Sul Catarinense, 88806-000 Cricitima, SC, Brazil.
Fax: +55 48 3443 4817.

E-mail address: tba@unesc.net (T. Barichello).

0304-3940/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.neulet.2009.10.039

lae, with up to half of the survivors presenting some form of
neurological deficits [12], and it is believed that is acquired via
colonization of the nasopharynx, followed by bacteremia and inva-
sion of the blood-brain barrier partly through interactions between
cell-wall phosphorylcholine and platelet-activating-factor recep-
tor [15]. Physiologically, concentrations of leukocytes, antibodies,
and complement components in the subarachnoid space are low,
and this condition facilitates the multiplication of bacteria [26].
The presence of proliferating bacteria within the subarachnoid and
ventricular space compartments triggers an intense inflammatory
host response at killing the invading microorganism. Proinflam-
matory mediators released in the process include tumor necrosis
factor alpha (TNF-w), interleukin (IL)-1B, IL-6 [28], and matrix
metalloproteinases [18], and all of which have been shown to con-
tribute to the development of brain injury in bacterial meningitis
[28,18,19]. TNF-w is a major proinflammatory cytokine released
from several cell types, and can be synthesized in the central ner-
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Fig. 1. Kinetics of TNF expression after induction of Meningitis. The concentrations of TNFo in (A) hippecampus, (B) frontal cortex, (C) cortex and (D) cerebrospinal fluid 0,
6, 12, 24, 48 and 96 h after meningitis induction was assessed by ELISA and results are shown as pg of TNF-o per 100 mg of tissue or pg/ml. Results show the mean £ S.EM.
of 4-5 animals in each group. (*) Symbols indicate statistically significant when compared with Sham.

vous system (CNS) by microglia, astrocytes, and some populations
of neurons after brain injury [20,24]. TNF-« has several effects,
including cytotoxicity, antiviral activity, transcription factor activa-
tion, and immune response regulation [2]. TNF-« exerts its effects
by binding to specific receptors named TNF-R1 and TNF-R2 [7]. TNF-
R1 is more abundantly expressed, existing in most tissues and cell
types and appears to be the main signaling receptor. The majority
of deleterious effects produced by TNF-ot seems to be mediated via
this receptor. TNF-R1 mediates many actions of TNF-a, including
cytokine production, activation of transcription factors like NF-kB,
apoptosis and necrosis [2,25]. Elevated levels of TNF-a have been
associated with the pathological effects of a variety of infectious,
neurological, neurodegenerative, and neurotoxic conditions [23].
Therefore, the aim of this study is to evaluate the levels of TNF-at
in the brain and cerebrospinal fluid (CSF) after meningitis induced
by S. pneumoniae in adults Wistar rats.

Male Wistar rats (250-300¢g body weight) from our breed-
ing colony were used for the experiments. All procedures were
approved by the Animal Care and Experimentation Committee of
the UNESC, Brazil, and followed in accordance with the National
Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(NIH Publications No. 80-23) revised in 1996.

All surgical procedures and bacterial inoculations were
performed under anesthesia, consisting of an intraperitoneal
administration of ketamine (6.6 mg/kg), xylazine (0.3 mg/kg), and
acepromazine (0.16 mg/kg) [12,8,9,1]. S. pneumoniae (serotype 3)
was cultured overnight in 10 mL of Todd Hewitt broth, diluted in

fresh medium and grown to logarithmic phase. The culture was
centrifuged for 10 min at (5000 x g) and re-suspended in sterile
saline to the concentration 5 x 10° cfu/mL. The accuracy of the
inoculum size was confirmed by quantitative cultures [8,9,14]. Rats
underwent a cisterna magna tap with a 23-gauge needle. The ani-
mals received either 10 L of sterile saline as a placebo or an
equivalent volume of S. pneumoniae suspension. At the time of
inoculation, animals received fluid replacement (10 mL of saline
subcutaneously) and were subsequently returned to their cages
[14,13]. Following their recovery from anesthesia, animals were
supplied with food and water ad libitum. Animals were killed by
decapitation at different times from meningitis induction: 0, 6, 12,
24, 48 and 96 h. Meningitis was documented by a quantitative cul-
ture of 5L of CSF obtained by puncture of the cisterna magna
immediately before decapitation. The mortality in the sham group
was 16.6% and 47.3% in the meningitis group. The brain structures
hippocampus, cortex and frontal cortex, and CSF were immediately
isolated on dry ice and stored at —80°C for analyses of the TNF-«t
levels.

The concentration of TNF-a¢ was measured in hippocampus,
frontal cortex, cortex and cerebrospinal fluid using commercially
available ELISA assays, following the instructions supplied by the
manufacturer (DuoSet kits, R&D Systems; Minneapolis).

The results were showed by mean +S.E.M. of 4-5 animals in
each group. Difference among groups was evaluated by using anal-
ysis of variance (ANOVA) followed by Student-Newman-Keuls post
hoc test. p Value <0.05 was considered statistically significant.
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