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RESUMO

A meningite pneumocdcica é uma grave infeccdo no sistema nervoso central, que
causa intensa inflamagéao das meninges, sendo considerada uma condigdo com alto
risco de vida e altas taxas de mortalidade. A resposta imune do hospedeiro aumenta
a permeabilidade da barreira hematoencefalica, permitindo que as células imunes
periféricas cheguem ao liquido cefalorraquidiano aumentando a producdo e
consequente deposicdo de detritos. O transporte da BHE e as depuracgdes glinfaticas
sdo mecanismos interdependentes, e a disfuncdo de ambos pode dificultar a
depuracéo de solutos do cérebro para os linfonodos. O objetivo do presente estudo
foi avaliar a funcionalidade do sistema glinfatico e sua relacdo com a disfuncéo
cognitiva em longo prazo em modelo experimental de meningite pneumocodcica. A
atividade do sistema glinfatico e parametros comportamentais foi avaliada apos a
indugdo de meningite em ratos Wistar adultos em 3 protocolos. Os animais
receberam injegdo na cisterna magna de 10 yL de suspensao de Streptococcus
pneumoniae ou LCR artificial para o grupo controle. Para avaliacdo do sistema
glinfatico, os ratos receberam, apos a inducéao, injecdo com 25 pL de albumina mais
azul de Evans (EBA) e foram eutanasiados em 4, 24 e 72 horas ap0s a inducdo para
coleta de soro e encéfalo. No segundo protocolo, os animais do grupo meningite
receberam ceftriaxona e ndo houve injecdo de EBA. Outros animais foram utilizados
para o teste comportamental de habituacdo a campo aberto realizado apdos 10 dias
apos a inducdo. Como resultados, o grupo com meningite apresentou um
comprometimento significativo do sistema glinfatico ao reter o EBA nos
compartimentos do LCR em comparacdo ao grupo controle, aumento de
neuroinflamacdo e dano neuronal. Relacionada a perda da funcionalidade do
sistema glinfatico houve consequente acumulo de componentes pneumocdcicos,
como a citotoxina Ply e a capsula polissacaridica, no espaco subaracnéideo
perivascular. Esses eventos podem culminar para o comprometimento cognitivo
visualizado em 10 dias apés o modelo experimental. Pela primeira vez verificou-se
que o comprometimento do transporte de solutos entre o espaco subaracndéideo
perivascular e o parénquima cerebral ocorre devido ao descolamento dos pés
astrociticos da BHE, com provavel perda da funcéo fisiolégica dos canais de agua
AQP4 de transporte de soluto dentro do sistema glinfatico.

Palavras chaves: sistema glinfatico, meningite pneumocdcica, dano cognitivo,
inflamacé&o.



ABSTRACT

Pneumococcal meningitis is a serious infection of the central nervous system that
causes inflammation of the meninges and is considered a life-threatening condition
with high mortality rates. The host immune response increases the permeability of
the blood-brain barrier, allowing peripheral immune cells to reach the cerebrospinal
fluid, increasing the production and consequent deposition of debris. BBB transport
and glymphatic clearance are interdependent mechanisms, and malfunction of both
may hinder the clearance of solutions from the brain to the lymph nodes. The aim of
the present study was to evaluate the functionality of the glymphatic system and its
relationship with long-term cognitive dysfunction in an experimental model of
pneumococcal meningitis. The activity of the glymphatic system and behavioral
parameters were evaluated after induction of meningitis in adult Wistar rats in 3
protocols. The animals received injections of 10 uL of Streptococcus pneumoniae
suspension or artificial CSF in the cisterna magna for the control group. To evaluate
the glymphatic system, the rats received, after induction, injection with 25 uL of
albumin plus Evans blue (EBA) and were euthanized at 4, 24 and 72 hours after
induction for serum and brain collection. In the second protocol, the animals in the
meningitis group received ceftriaxone and there was no EBA injection. Other animals
were used for the open field habituation behavioral test performed 10 days after
induction. As a result, the meningitis group showed a significant impairment of the
glymphatic system by retaining EBA in the CSF compartments compared to the
control group, increased neuroinflammation and neuronal damage. Related to the
loss of functionality of the glymphatic system, there was a consequent accumulation
of pneumococcal components, such as the cytotoxin Ply and the polysaccharide
capsule, in the perivascular subarachnoid space. These events culminated in the
cognitive impairment observed 10 days after the experimental model. For the first
time, it was obtained that the impairment of solute transport between the perivascular
subarachnoid space and the brain parenchyma occurs due to the detachment of
astrocytic feet from the BBB, with the probability of loss of the physiological function
of the AQP4 water channels for solute transport within the glymphatic system.

Keywords: glymphatic system, pneumococcal meningitis, cognitive impairment,
inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1. MENINGITE

A meningite € uma infeccdo no sistema nervoso central (SNC), mais
especificamente nas membranas que envolvem o encéfalo e a medula espinhal,
caracterizada pelo recrutamento e ativacdo de células inflamatérias para o liquido
cefalorraquidiano (LCR) (Archibald, Quisling 2013). Pode ser definida como um
processo inflamatdério das membranas leptomeningeas, principalmente da aracnoide
e da pia-mater, bem como o espaco subaracnoideo (Costerus et al., 2017). Essa
patologia pode ser desencadeada por diversos agentes infecciosos, incluindo
bactérias, virus, fungos, e ndo infecciosos, como medicamentos e neoplasias (Lucas
et al., 2016).

Uma infeccéo bacteriana do SNC € uma condi¢cao com alto risco de vida e
que possui alta taxa de mortalidade. A reacdo inflamatéria gerada pode, ndo apenas
envolver as meninges e 0 espaco subaracnéideo, mas também os vasos
parenquimatosos do cérebro (vasculite) e o préprio parénquima, contribuindo para o
desenvolvimento de lesdo neuronal (Sellner et al., 2010, Fuentes-Antras et al.,
2019). Apesar dos progressos na prevencao e tratamento da meningite bacteriana
adquirida na comunidade nas ultimas trés décadas, a carga da doenca permanece
elevada globalmente (van de Beek et al., 2021).

O quadro clinico classico de sintomas da meningite bacteriana consiste
em febre, rigidez na nuca e alteracdo do estado mental (Ter Horst et al., 2021), e
mesmo com a eficacia das terapias antimicrobianas, as sequelas neuroldgicas estdo
presentes em 30 a 52% dos sobreviventes, que incluem perda auditiva, déficits

neuroldgicos focais e comprometimento cognitivo (Mook-Kanamori et al., 2011).

1.2.EPIDEMIOLOGIA

As alteragbes do SNC em decorréncia da meningite possuem alta
prevaléncia e consequéncias socioecondmicas, como aumento dos custos em
saude, aumento de desemprego e aumento de institucionalizacdo; e clinicas, como
maior incidéncia de alteracdes cognitivas de moderada a severa, depresséo,

esquizofrenia e desordem de estresse pos-traumatico (van de Beek et al., 2016).
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No Brasil, a meningite € considerada uma doenca endémica. Casos da
doenca sdo esperados ao longo de todo o ano, com a ocorréncia de surtos e
epidemias ocasionais (Silva et al., 2021). Nos ultimos 25 anos ocorreram mudancas
nos dados epidemiolégicos da doenca; tais mudancas estdo diretamente
relacionadas com imunizantes conjugados do sorogrupo meningocécico C (MenC) e
sorogrupo meningococico A (MenA) (Acevedo et al., 2019), a proliferacdo do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) (van Aalst et al., 2018), expansdo do uso de
antimicrobianos, somado a prevencdo da transmissdo vertical de meningite
(Hasperhoven et al., 2020).

A meningite representa um grande problema para o sistema de saude
pela sua magnitude, potencial de transmissdo, patogenicidade e relevancia social
(Bijlsma et al., 2016). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), estima-se
que, em todo o mundo, mais de 5 milhdes de pessoas sao acometidas pela
meningite anualmente e destas, 1,2 milhdo tem etiologia bacteriana (Organization
2021). Alem disso, mundialmente, a meningite bacteriana causa, aproximadamente,
318.000 mortes por ano (van de Beek et al., 2021).

A incidéncia varia de aproximadamente 0,9 por 100.000 individuos por
ano em paises de alta renda e até 10 a 40 por 100.000 individuos por ano em paises
de baixa renda. As taxas de mortalidade em adultos e neonatos com meningite
bacteriana variam de 6% a 54%. A mortalidade também varia de 10% em paises de
alta renda a até 58% em paises de baixa renda. Os riscos de sequelas neuroldgicas,
como déficits neuroldgicos focais, incluindo hemiparesia, neuropatias cranianas,
perda auditiva e comprometimento da memaria variam de 9,4% na Europa a 25% na
Africa (Hasbun 2019).

Uma meta-analise de 61 estudos de 2012 a 2017 avaliou a prevaléncia de
meningite bacteriana em diferentes pontos geograficas sendo divididos em regiao
africana, regido das américas, regidao do sudeste asiatico, regido europeia, regiao do
mediterraneo oriental [incluindo Israel] e regido do pacifico ocidental e em diferentes
faixas etarias. Esse estudo mostrou que os agentes etiolégicos mais comuns foram
Neisseria meningitidis médias ponderadas para frequéncia em regides geograficas e
faixas etarias variando de 3,2% a 47,0%, pacifico ocidental e Europa
respectivamente, e Streptococcus pneumoniae variando em 9,6% (pacifico oriental)

a 75,2% (regido africana). As médias ponderadas para frequéncia de Haemophilus
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influenzae em regides geograficas, estratificadas por idade, variaram de 0,2% a
15,5% (Oordt-Speets et al., 2018).

No Brasil, as principais ocorréncias de meningite bacteriana, de
relevancia para a salde publica, sdo as causadas por N. meningitidis
(meningococo), agente causador mais comum de meningite bacteriana, e S.
pneumoniae (pneumococo) predominante de adultos e idosos (Parellada et al.,
2023). Um estudo quantitativo e retrospectivo, realizado a partir de dados coletados
sobre os casos notificados de meningite bacteriana registrados no Sistema de
Informacdes de Agravos de Notificacdo (SINAN), referentes ao periodo de 2009 a
2018, no Brasil, identificou 52.926 casos confirmados, entre as etiologias a
meningite pneumocdcica foi a mais frequente (19,9%) (Silva et al., 2021).

O Sistema Unico de Saude (SUS) disponibiliza vacinas contra os
principais patdgenos. Apesar disto, de acordo com o Ministério da Saude, a taxa de
incidéncia no Brasil € de 1,4 caso/100 mil habitantes/ano, com 22,2% de letalidade.
Entre os anos de 2007 e 2020, foram notificados 393.941 casos de meningite no
Brasil (Brasil 2018). A meningite viral € a mais frequente (121.955 casos), seguida
pela etiologia bacteriana (87.993 casos). No estado de Santa Catarina, foram
confirmados 891 casos de meningite em 2018, 970 em 2019, 379 em 2020 e 358 em
2021 (Brasil 2018). Essa redugdao no numero de casos confirmados de meningite
nos anos de 2020 e 2021 pode estar associada as medidas de distanciamento
social, uso de mascara e higiene das maos, em decorréncia da pandemia de doenga
de coronarvirus 19 (COVID-19) (Brasil 2018)

1.3.STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Sendo o principal agente causador de pneumonia bacteriana, otite média
e meningite, a bactéria S. pneumoniae € um grande problema de saude global
(Engholm et al., 2017). Mesmo quando a doenca € diagnosticada precocemente e
um tratamento adequado € iniciado, entre 5% e 10% dos pacientes nédo sobrevivem
e acabam morrendo, normalmente, 24 ou 48 horas apds o surgimento dos primeiros
sintomas. Sem tratamento, até 50% dos casos podem resultar em morte (Hasbun
2019). Também conhecido como pneumococo, € um patdgeno oportunista,
extracelular e Gram-positivo, e na maioria dos individuos imunocompetentes, a via

mais comum de infec¢do por S. pneumoniae € a coloniza¢do da nasofaringe, que
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ocorre através da mucosa, além da invasdo epitelial do trato respiratério superior
(Weight et al., 2019).

A viruléncia dos pneumococos € altamente dependente de suas capsulas
polissacaridicas, constituindo mais de 90 sorotipos diferentes identificados
(Fitzgerald, Waterer 2019). Sua distribuicdo local e regional pode diferir
consideravelmente, sendo dependente da localizacdo geogréfica, populacdo e
periodo de tempo estudado (McCullers et al., 2010). Dois tipos de vacinas
pneumocaocicas sdo mais utilizadas atualmente, sendo estas a vacina polissacaridica
pneumocaécica ndo conjugada 23 valente e as vacinas polissacaridicas conjugadas
(PCVs), que fornecem um melhor efeito protetor, especialmente em grupos de risco,
como criangas pequenas de 3 meses a 3 anos (Subramanian et al., 2019).

A variabilidade na distribuicdo dos sorotipos e a eficAcia das vacinas
disponiveis se relacionam diretamente com a dinadmica da colonizacdo do
pneumococo. A colonizacdo assintomatica da nasofaringe é considerada um preé-
requisito para infecgdes invasivas e as doengas pneumocaocicas podem variar desde
leves infec¢Bes nas mucosas do trato respiratério, como otite média e sinusite, até
doencas mais graves, como pneumonia, septicemia e meningite (Henriques-
Normark, Tuomanen 2013). O contagio requer contato préximo com um portador
(especialmente criancas pequenas), sendo mais frequente durante os meses mais
secos e frios, quando as secrecbes das vias aéreas sdo mais abundantes
(Numminen et al., 2015).

De forma a obter acesso as superficies epiteliais durante a colonizacéo da
nasofaringe, o microrganismo expressa uma capsula que evita o seu aprisionamento
na mucosa (Nelson et al., 2007). Sua capsula polissacaridica € um dos mais
importantes fatores de viruléncia capaz de limitar a ligagdo da imunoglobulina e
complemento, dificultando a morte bacteriana mediada por fagocitose (Liechti et al.,
2015). Além disso, outros fatores de viruléncia expressados pelo pneumococo
desempenham papeis cruciais para a manutencéo da vida do invasor sendo estes a
toxina formadora de poros, pneumolisina (PLY), adesinas (proteina de viruléncia e
adesdo pneumocadcica A, PavA, e proteina de viruléncia e adesédo pneumocdcica B,
PavB), pili, piruvato oxidase (SpxB), protease IgAl e exoglicosidases, que
promovem sua sobrevivéncia no hospedeiro (Subramanian et al., 2019).

Durante a invaséo, o patdogeno se adere ao epitélio e, em seguida, migra

para a corrente sanguinea, onde desencadeia a ativacdo dos sistemas de
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complemento e de coagulacdo. A liberacdo de mediadores inflamatérios facilita a
passagem da bactéria pela barreira hematoencefalica (BHE) para o cérebro, onde
entdo se multiplica livremente e ativa células apresentadoras de antigenos
circulantes e células gliais residentes (Barichello et al., 2011, Weight et al., 2019).

Os mediadores inflamatérios s&o liberados, incluindo citocinas,
quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio, moléculas
neurotoxicas que contribuem para a ativacdo das células gliais e desencadeiam a
neuroinflamacédo (Barichello et al., 2016, Giridharan et al., 2020). Além disso,
residuos toxicos e detritos séo liberados no LCR e no parénquima cerebral sendo
necessario remové-los para manter a homeostase do SNC (Weight et al., 2019). A
inflamacéo resulta, entdo, nas caracteristicas classicas da meningite bacteriana,
incluindo pleocitose do LCR, dano coclear, edema cerebral, hidrocefalia e

complicacBes cerebrovasculares (Mook-Kanamori et al., 2011).

1.4.FISIOPATOLOGIA DA MENINGITE PNEUMOCOCICA

A BHE é uma estrutura especializada de permeabilidade seletiva que
protege o SNC de substancias potencialmente neurotéxicas e regula a homeostase
cerebral, medula espinhal e LCR com o restante dos sistemas (Larsen et al., 2014).
A barreira é formada pela presenca das jun¢fes das células endoteliais que formam
uma camada que reveste a superficie interior dos vasos sanguineos e que controlam
a abertura e fechamento coordenado das jun¢Bes célula-célula, portanto, para
invadir o cérebro, os patdgenos precisam atravessa-la (Abbott et al., 2010). A perda
da integridade da BHE durante doencas neuroldgicas, incluindo acidente vascular
cerebral, esclerose multipla, trauma cerebral e doencas neurodegenerativas, € um
componente importante da patologia e progressdo dessas doencas (Zlokovic 2008,
Daneman 2012). O mesmo pode ser observado em doencas como sepse e
meningite pneumocadcica (Barichello et al., 2021, Gil et al., 2022).

Uma vez que o pneumococo obtém acesso ao SNC, devido a falta de
defesas do hospedeiro no espaco subaracndideo, passa a se multiplicar de forma
relativamente desimpedida. Simultaneamente, ocorre lise bacteriana, por vezes em
resposta a acado de antibioticos, com a liberacdo de seus componentes, como acido

lipoteicoico, peptideoglicano, DNA e fragmentos da parede celular, conhecidos como
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padrées moleculares associados ao patogeno (PAMPSs) (Barichello et al., 2013, van
de Beek et al., 2016).

A inflamacgéo desencadeada pela resposta imune do hospedeiro leva ao
recrutamento de células imunes periféricas para o cérebro e para o LCR na tentativa
de eliminar os patdégenos invasores (Barichello et al., 2015). Essas células tém a
funcdo primaria de internalizar e destruir micro-organismos e, para isso, expressam
diversos receptores, como os receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) que
atuam como sensores dos micrébios e detectam componentes da parede celular
bacteriana, como o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas e acido
lipoprotéico de bactérias Gram-positivas, além do DNA bacteriano (Rivera et al.,
2016). Durante a meningite bacteriana, macrofagos residentes, astrécitos, células
gliais e células endoteliais podem produzir citocinas, quimiocinas e outros
mediadores pré-inflamatérios em resposta a infec¢éo (Loughran et al., 2019).

Os PAMPs sao reconhecidos pelos PRRs, como os receptores Toll-likes
(TLRs) e NOD-likes (NLR), fundamentais na inducdo da resposta imune inata pela
ativagdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), fator responsavel pela
producdo de mediadores proé-inflamatérios, incluindo o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina (IL)-1beta (IL-1B) e IL-6, iniciando uma cascata de mediadores
inflamatorios, com a producado de outras interleucinas, quimiocinas, prostaglandinas,
oxido nitrico (NO) e ERO, bem como a cascata de complemento e a de coagulagéo
(Mook-Kanamori et al., 2011, Barichello et al., 2013).

Estas citocinas, TNF-a, IL-1B e IL-6, sdo consideradas as principais
citocinas de resposta precoce, e estimulam a expressao de quimiocinas e moléculas
de adesdo, que desempenham um papel importante no influxo de leucdcitos da
circulagdo para o LCR (Heckenberg et al., 2014). Além disso, esses mediadores
inflamato6rios podem ser mensurados para avaliacdo de inflamacdo, bem como
parametros de estresse oxidativo, para avaliacdo de lesdo cerebral, que
comprovadamente contribuem para isquemia cerebral e lesédo neuronal necrética e
apoptotica em modelo animal de meningite. Os detritos derivados do hospedeiro e o
préprio patdgeno invasor, juntamente com quaisquer toxinas secretadas, sao
liberados no LCR e no parénquima cerebral e devem ser eficientemente eliminados
do cérebro para recuperar a homeostase do SNC (Leib, Tauber 1999, Sellner et al.,
2010).
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Esses eventos inflamatdérios criam um ambiente de ciclo vicioso entre o
estresse oxidativo e inflamagédo sendo responsaveis por causar danos cerebrais
como edema cerebral, aumento da pressado intracraniana, hipoxemia, além de
problemas tromboticos e vasculite com a lesdo neuronal e repercussdes locais ou
difusas, muitas vezes irreversiveis (Somand, Meurer 2009, Engelen-Lee et al.,
2016).

1.5.SISTEMA GLINFATICO

No SNC, entre 32 e 40% do conteudo total de agua ocupa o0 espaco
extracelular, podendo também ser dividido em liquido intersticial (ISF), que envolve
as células do parénquima, LCR e compartimentos de sangue. Fora do SNC, os
residuos do metabolismo celular sdo direcionados pela pressédo sanguinea e fluem
pelo ISF que circunda as células, sendo eliminados dos tecidos pelo sistema linfatico
(Swartz et al., 2008, Jessen et al., 2015). O SNC é o Unico sistema de 6rgdos que
nao possui vasos linfaticos para auxiliar na remocdo de residuos metabdlicos
intersticiais, e, como resultado, desenvolveu adaptacdes exclusivas para eliminagéo
de residuos e equilibrio de fluidos (Weller et al., 2009).

As células epiteliais do plexo coroide secretam LCR dentro dos
ventriculos cerebrais drenando em Ultima insténcia para o espaco subaracnoide ao
redor do cérebro, que é considerado um coletor de residuos intersticiais (Johanson
et al., 2008). No entanto, como os metabdlitos produzidos e liberados nos espacos
extracelulares do cérebro finalmente sdo drenados para 0 compartimento
subaracndide do LCR permanece uma questdo pouco compreendida (Louveau et
al., 2018).

Os primeiros estudos da anatomia da depuracdo de residuos cerebrais
usaram moléculas tracadoras para identificar as vias do ISF e a drenagem de soluto
do parénquima e esses solutos intersticiais ndo se moviam através do parénquima
isotropicamente, mas eram drenados por vias preferenciais, especificamente 0s
espagos perivasculares dos vasos sanguineos cerebrais (Cserr 1974). As
observacdes de que o ISF e LCR estavam se movendo em dire¢cdes opostas dentro
desta via de troca levaram a hipdtese de que existem subconjuntos de espacos
perivasculares especializados para efluxo de ISF ou influxo de LCR (Louveau et al.,
2015).
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O sistema glinfatico é caracterizado pela drenagem do LCR, ISF,
moléculas derivadas do SNC e meninges para os linfonodos periféricos. Até a
descoberta do sistema glinfatico, era um paradoxo que o 6rgdo responsavel por
algumas das maiores taxas de metabolismo energético nos mamiferos
aparentemente nédo tivesse meios eficientes para remover o liquido extracelular e
solutos. Um trabalho levou a descoberta do sistema glinfatico, descrevendo uma
rede perivascular dependente da glia que atende a uma fungédo pseudolinfatica no
cérebro, agindo para captar o excesso de liquido e solutos parenquimatosos e
devolvé-lo a circulacdo cardiovascular, além de coletar e fornecer antigenos aos
linfonodos, agindo, assim, como um sistema de vigilancia e liberagcdo imunolégica
(Jessen et al., 2015).

Em uma tentativa de identificar as vias de entrada e liberacdo deste
sistema, lliff e colaboradores (2012) injetaram tracadores fluorescentes no LCR e
estriado de ratos, e observaram que o tracador entrou no cérebro especificamente
dentro dos espacos perivasculares de vasos indicativos de artérias, enquanto o
tracador do ISF drenou do cérebro exclusivamente ao lado de veias de grande
calibre. Além disso, verificou-se que o0s canais perivasculares de aquaporina-4
(AQP-4), densamente expressos nos pés dos astrocitos, desempenham um papel
importante na facilitacdo do fluxo dessa via. Como resultado desta dependéncia dos
canais astrociticos AQP-4 e da funcéo "linfatica" esta via foi denominada de sistema
linfatico associado a glia, ou sistema glinfatico (lliff et al., 2013). Os canais de agua
AQP-4 sdao um componente fundamental do sistema glinfatico, facilitando o
transporte de solutos do espaco subaracnéide perivascular e do parénquima
cerebral (Mestre et al.,, 2018, Harrison et al.,, 2020, Silva et al, 2021). A
suprarregulacdo de expressdo de AQP-4 foi previamente descrita na
neuroinflamacdo em doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer
(Valenza et al., 2019) e a esclerose multipla (Fukuda, Badaut 2012).

Durante o processo inflamatorio, os canais AQP-4 podem ter sua
polarizagéo alterada e, consequentemente, células imunes infiltrantes se acumulam
nos espacos perivasculares, levando ao bloqueio do influxo e fluxo de LCR
(Mogensen et al.,, 2021). A despolarizacdo dos canais AQP-4 também leva a
diminuicdo da atividade glinfatica, afetando posteriormente a troca LCR-ISF (Kress
et al.,, 2014). Os canais de agua AQP-4 desempenham um papel essencial na

remocao de proteinas neurotoxicas do cérebro (lliff et al., 2012). O sistema glinfatico
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e a BHE drenam proteinas neurotdxicas do espaco extracelular, ISF e LCR, onde
também podem ser degradadas por proteases ou fagocitadas por micréglia e
astrocitos (Boland et al., 2018).

Quando o sistema glinfatico ndo possui a propriedade de remover 0s
residuos para fora do SNC, ocorre o acumulo desses detritos no cérebro,
aumentando a inflamacéo e dificultando a recuperacédo da doenca. Muitas doencas
tém sido associadas a disfuncao do sistema glinfatico, como a doenca de Alzheimer,
a doenca de Parkinson, doenca de Huntington e outras doencas neurodegenerativas
(Boland et al.,, 2018). A neurodegeneracdo € caracterizada por morte neuronal
progressiva associada ao acumulo de formas aberrantes de proteinas celulares ou
peptideos com atividade neurotéxica. A remocdo de proteinas e de outras
macromoléculas € importante na manutencdo da homeostase cerebral e esté
implicada em varios estados fisiologicos e fisiopatologicos (figura 1) (Afridi et al.,
2022).
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Figura 1: Representagéo do sistema de drenagem do liquido intersticial. ISF, liquido intersticial; LCR,
liquido cefalorraquidiano. Figura elaborada pela autora, 2025.

A meningite bacteriana, apesar dos avan¢os em estratégias de vacinagao
e prevencao, continua sendo uma doenga com grande impacto na saude publica e
consequéncias graves aos sobreviventes, como perda de audicdo, convulsdes,
déficits neuroldgicos, prejuizo de aprendizagem e perda de memoria. A resposta

inflamatoria exacerbada que ocorre durante a infeccdo na meningite bacteriana leva
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a disturbios metabdlicos e alteracbes na permeabilidade da BHE, permitindo a
passagem de mediadores inflamatérios para o SNC. Como consequéncia ha
ativacao das células gliais incluindo microglia, disfuncéo neuronal, podendo resultar
em disfuncao do sistema glinfatico, responséavel pela protecéo e limpeza de residuos
do SNC, e ao acumulo cerebral de moléculas neuotoxicas. Desse modo, entender
esses mecanismos € 0 primeiro passo para buscar uma solucdo e uma melhor
gualidade de vida para a comunidade.

Nos ultimos anos, a atencdo do mundo cientifico tem-se centrado no
sistema de depuracdo de metabdlitos de residuos cerebrais, 0 sistema glinfatico. O
comprometimento desse sistema € uma caracteristica que esta sendo estudada em
diversas patologias e pode atuar como contribuinte para a lesao cerebral. Dessa
forma, estudos que visem compreender alteracdes do sistema glinfatico possuem
grande relevancia ao tentar elucidar as alteracdes fisiopatolégicas responsaveis
pelas sequelas em sobreviventes de meningite pneumocécica. Com isso, esse
estudo podera fornecer conexfes que possibilitem associacdo entre o0 sistema
glinfatico e o potencial dano cognitivo, possibilitando, futuramente, tratamentos bem-

sucedidos para um melhor prognéstico do paciente.
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2. OBJETIVOS

2.1.0OBJETIVO GERAL

Avaliar a funcionalidade do sistema glinfatico e sua relacdo com a
disfuncdo cognitiva em longo prazo em modelo experimental de meningite

pneumocaocica.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade do sistema glinfatico através dos niveis de albumina
azul de Evans (EBA) e AQP-4 (microscopia confocal do endotélio vascular da BHE)
no soro e cérebro de ratos Wistar adultos em 4, 24 e 72 horas ap6s modelo animal
de meningite experimental.

- Verificar o acumulo de componentes bacterianos (PLY) e cépsula
polissacaridica no LCR e parénquima cerebral em adultos em 4, 24 e 72 horas ap0s
modelo animal de meningite experimental.

- Avaliar a neuroinflamacédo através da expressao IBA-1, interferon gama
(IFN-y) e TMEM119 em 4, 24 e 72 horas no cérebro de ratos Wistar adultos
submetidos ao modelo animal de meningite experimental.

- Analisar o dano neuronal através da NSE no soro e a conexao sinaptica
neuronal no cérebro de animais submetidos ao modelo animal de meningite
experimental.

- Avaliar os parametros de memoria e aprendizagem de ratos Wistar adultos
10 dias ap6s modelo animal de meningite pneumocacica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental pré-clinico, utilizando modelo animal de meningite

pneumocacica.

3.2.LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Fisiopatologia Experimental e
Laboratorio de Neurologia Experimental da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC), Criciima, SC, Brasil. Todos os procedimentos foram
aprovados pela Comisséo de Etica em Pesquisa no Uso Animal (CEUA) da UNESC
sob o protocolo 73/2022 (anexo A), Brasil. Todos os cuidados foram adotados para

evitar ou minimizar o sofrimento dos animais durante os experimentos.

3.3. MICRORGANISMO INFECTANTE PARA INDUCAO DE MENINGITE

O sorotipo Il de S. pneumoniae, proveniente do Instituto Adolfo Lutz, foi
cultivado em 5 mL de meio de cultura Todd Hewitt Broth®, diluido em meio fresco e
posteriormente cultivado até a fase logaritmica. A cultura foi centrifugada por 10
minutos a 1200 rpm e ressuspensa em solucao salina estéril a uma concentracdo de

5 x 10° unidades formadoras de col6nias (UFC) (Barichello et al., 2013).

3.4.MODELO ANIMAL DE MENINGITE

Foram utilizados ratos Wistar machos (60 dias de vida, 200 a 250 g de
peso corporal), obtidos da colonia de criagdo da UNESC. Os animais foram
mantidos em local fresco, em ciclo claro/escuro de 12 horas, a uma temperatura de
23 °C £ 1 °C, com comida e agua sempre disponiveis ad libitum. Os animais foram
anestesiados com uma administragao intraperitoneal (i.p.) de cetamina (6,6 mg/kg) e
xilazina (0,3 mg/kg) (Grandgirard, 2007 e Barichello, 2010). Os animais do grupo
meningite receberam na cisterna magna 10 yL de suspensdo contendo 5 x 10°

UFC/ml de S. pneumoniae e os animais do grupo controle 10 yL de LCR artificial.
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Ambos os grupos receberam reposicdo volémica apds o procedimento e
foram devolvidos as suas gaiolas. A meningite foi confirmada pela incubacdo de uma
cultura quantitativa de 5uL de LCR a 37 °C com 5% de CO? em &gar sangue de
carneiro (Simdes, 2017). Os animais destinados aos testes comportamentais
iniciaram, em 18 horas ap0s a inducdo do modelo, o tratamento com ceftriaxona
(100 mg/kg, i.p., 2 vezes por dia, por 07 dias). Dez dias apés a indu¢cao da meningite
pneumococica, 0s animais foram submetidos ao teste comportamental de
habituacdo ao campo aberto. Para esse estudo foram utilizados 93 ratos Wistar

adultos.

3.5.GRUPOS EXPERIMENTAIS

Protocolo 1: para avaliacdo da funcdo do sistema glinfatico, os animais
foram divididos em 2 grupos: meningite (n = 20, divididos em 05 animais vivos em
cada tempo e ja considerando 30% de mortalidade) e controle (n = 15, divididos em
05 animais em cada tempo). Imediatamente apés a indugdo da meningite, os
animais receberam, na cisterna magna, 25 uL de solugdo de albumina e azul de
Evans (EBA). As amostras de sangue periférico e cérebro foram coletadas em 4, 24

e 72 horas apoés a inducdo da meningite e injecdo de EBA (figura 2).
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Figura 2: Representacdo do protocolo experimental 1. Figura elaborada pela autora, 2025.

Protocolo 2: Os animais foram divididos em 2 grupos: meningite (n = 20,
divididos em 05 animais vivos em cada tempo e ja considerando 30% de

mortalidade) e controle (n = 15, divididos em 05 animais vivos em cada tempo).
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Nesta etapa ndo houve a injecdo de EBA, mantendo-se os tempos de 4, 24 e 72
horas. Apdés os tempos pré-determinados, os animais foram perfundidos
transcarialmente com PBS e o cérebro coletado para realizar a anélise de AQP-4,

INF-y, IBA-1; microscopia confocal do endotélio vascular da BHE (figura 3).
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Figura 3: Representacéo do protocolo experimental 2. Figura elaborada pela autora, 2025.

Protocolo 3: para o teste comportamental os animais foram divididos em
grupo controle (n = 10) e grupo meningite (n = 13, 10 vivos para o experimento + 3

animais considerando 30% de mortalidade) (figura 4).
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Figura 4: Representacéo do protocolo experimental 3. Figura elaborada pela autora, 2025.
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3.6.TESTE COMPORTAMENTAL

3.6.1. Habituacao de campo aberto

Esse teste comportamental serviu para avaliar as atividades locomotoras
e memoria e foi realizado no aparato de campo aberto. O aparelho mede 40 cm x 60
cm de campo aberto cercado por 50 cm de parede feita de madeira com um vidro
frontal. O piso do campo aberto € dividido em 9 retangulos por linhas pretas (figura
5). Os animais foram cuidadosamente colocados no quadrante traseiro esquerdo e,
em seguida, deixados sozinhos para explorar a arena por 5 min (sessao treino).
Imediatamente apds este procedimento, os animais foram levados novamente para
a sua gaiola e 24 h depois foram submetidos a uma nova sessao no aparelho de
campo aberto (sessdo teste). Durante 5 min, em ambas as sessodes, foram
observadas e documentadas todas as vezes que o animal cruzou as linhas pretas
(crossings) ou se apoiou com as patas traseiras levantando as dianteiras, atividade
exploratdria (rearings). A diminuicdo do ndmero crossings e rearings entre as duas
sessbes foi tomado como uma medida da retencdo de memdria de habituacéo
(Vianna et al., 2000).

Figura 5: Aparato para a avaliagdo do teste comportamental de campo aberto. Laboratério de
Neurologia Experimental, 2022.
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3.7.INJECAO INTRACISTERNAL DE ALBUMINA AZUL DE EVANS

Os animais foram submetidos a técnica de injecao via cisterna magna de
Evans blue + albumina (EBA) para avaliacdo do funcionamento do sistema glinfatico.
As 4, 24 e 72 horas apés a injecdo de EBA foram coletadas amostras sanguineas
através da artéria femoral e isolado 0 soro e encéfalo para quantificacédo de EBA.

O Evans blue (EB) é um corante com propriedades fluorescentes
(excitagdo 620 nm e emissdo 680 nm) e colorimétricas. Liga-se com alta afinidade a
albumina (Saria e Lundberg, 1983), e relatos anteriores demonstraram que a
albumina radiomarcada com azul de Evans quando injetados no parénquima
cerebral, migram e se concentram nos espacos perivasculares, vasos linfaticos no
pescoco e linfonodos cervicais (Bradbury, 1981 e Ichimura, 1991). A solugéo a 1%
de EBA foi preparada com 100 mg de azul de Evans (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
e 100 mg de albumina de rato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) diluidos em 10 mL de
LCR artificial (LCRa) (Abbott, 2006). Uma agulha dental 30G foi inserida em uma
extremidade de um tubo PE10 de 30 cm e conectada a outra extremidade do tubo a
uma seringa Hamilton de 100 yL. Em seguida, a canula foi preenchida com 30 uL de
solucdo de EBA. Na sequéncia, a seringa foi acoplada a bomba de microinfuséo
(figura 6). O animal previamente anestesiado foi colocado no estereotaxico sobre
uma almofada de aquecimento e a cabeca fixada no aparelho com o nariz do rato
levemente apontado para baixo. A agulha da canula foi inserida (aproximadamente 1
a 2 mm) no centro da cisterna magna e foi iniciada a injecdo de EBA utilizando a
bomba de seringa de microinje¢do a uma taxa de 1 yL por minuto por 25 min,
resultando em um volume total injetado de 25 pL de solugédo de EBA a 1% (Wolf,
2019).
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Figura 6: Representacdo da injecdo de EBA na cisterna magna. Adaptado de (Generoso et al.,
2022).

3.8.QUANTIFICACAO DE EBA NO SORO E CEREBRO

As 4, 24 e 72 horas ap6s a inducdo da meningite e injecdo da solucdo de
EBA na cisterna magna, o sangue foi coletado da artéria femoral e centrifugado por
10 min a 2000 x g para isolar o soro. Os ratos foram eutanasiados por decapitacao
sob anestesia e 0s cérebros colocados em 3 mL de formamida (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO) por 72 horas para permitir que o EBA se difunda do tecido cerebral. Os
cérebros foram removidos e a formamida armazenada a -20 °C até a avaliacao
espectrofotométrica. A concentracdo de EBA foi medida no soro e na solucdo de
formamida. Ambas as amostras foram avaliadas por espectrofotometria (620 nm)
(Ramos, 2019).

3.9. TESTES IMUNOQUIMICOS

3.9.1. Coloragao de Coomassie e analise de Western blotting

Os cérebros foram homogeneizados em tampdo de ensaio de
radioimunoprecipitagdo contendo inibidores de protease e fosfatase usando um filtro
de células com um filtro de poro de 100 mm (Falcon). Homogeneizados de cérebro,
bem como LCR, amostras de soro, Ply purificado, e a cultura liquida de S.
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pneumoniae tipo 3 em uma densidade o6ptica a 600 nm (DOsoo) de 0,5 foram
misturados com tampao de amostra 1 x dodecil sulfato de litio (Thermo Fisher
Scientific) e fervidos a 95 °C por 5 min. Amostras de proteina (homogeneizados
cerebrais, amostras de LCR ou soro e proteinas purificadas) foram carregadas em
géis NuPage Novex 4 a 12% Bis-Tris SDS-PAGE (Thermo Fisher Scientific), a
eletroforese foi realizada usando Mini Gel Tank (Thermo Fisher Scientific) e o
eletroblotting foi realizado em membranas de difluoreto de polivinilideno (Novex, Life
Technologies) usando o Mini Blot Module (Thermo Fisher Scientific). Ply, enolase
neurénio-especifica (NSE), IBA-1, IFN-y, proteina transmembrana 119 (TMEM119) e
AQP-4 foram detectados usando, respectivamente, um anticorpo anti-Ply de
camundongo (Abcam), um anticorpo anti-NSE de coelho (Merck), um anticorpo anti-
IBA-1 de cabra (Abcam), um anticorpo IFN-y de coelho (Abcam), um anticorpo anti-
TMEM119 de coelho (Thermo Fisher) e um anticorpo anti-AQP-4 de coelho (Abcam).
Todos os anticorpos primarios foram diluidos 1:1.000 em PBS-0,1% Tween (PBST);
os anticorpos secundarios usados foram anti-camundongo de cabra conjugado com
peroxidase de rabano (HRP), anti-coelho de cabra e anti-cabra de burro (Thermo
Fisher Scientific), todos diluidos 1:5.000 em PBST. As bandas de proteina foram
detectadas pela incubacdo de membranas com reagentes de deteccdo de Western
blotting ECL Prime (Cytiva, Thermo Fisher Scientific) e imagens usando
ImageQuantLAS 4000 (GE Healthcare). Para coloracdo de Coomassie, ap0s a
eletroforese, os géis foram incubados com coloracdo de proteina de Coomassie
InstantBlue (Abcam) por 15 min e entédo fotografados. A intensidade das bandas de
proteina em membranas de PVDF foi medida pelo Imaged, conforme descrito
anteriormente (lovino et al., 2016). As porcentagens de expressao de proteina foram
calculadas como uma raz&o entre a intensidade da banda de proteina dividida pelo
conteudo total de proteina (ap6s a coloracdo de Coomassie) medido pelo ImageJ
em cada faixa especifica do gel/membrana: o mesmo volume de lisado de proteina
foi carregado em géis para coloracdo de Coomassie para realizar a quantificacdo do
conteudo total de proteina em cada amostra e em um gel separado para deteccao

de proteina por Western blotting.
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3.9.2. Imunofluorescéncia

As 4, 24 e 72 horas ap6s a inducdo da meningite, os animais foram
anestesiados com cetamina (6,6 mg/kg) e xilazina (0,3 mg/kg). Apos, 0s animais
foram perfundidos transcardialmente com PBS e eutanasiados por decapitacao e os
cérebros removidos, imediatamente embebidos em Cryomatrix (Thermo Fisher
Scientific) e armazenados em freezer -80 °C. Secdes coronais de 20 um de
espessura de cérebros de ratos congelados embebidos em Cryomatrix (Thermo
Fisher Scientific) foram cortadas e coletadas em laminas Superfrost Plus (Thermo
Fisher Scientific). Os cortes foram fixados com acetona por 10 minutos, secos, as
bordas dos cortes marcadas com caneta PAP (Avantor, VWR) e incubadas com o0s
respectivos anticorpos (capsula sorotipo 3 de coelho, proteina 2 associada a
microtubulos (MAP2), lectina, proteina tau, AQP-4). As incuba¢c6es com anticorpos
primarios foram realizadas durante duas horas a temperatura ambiente, as
incubacbes com anticorpos secundarios realizadas durante duas horas a
temperatura ambiente no escuro. A faixa de diluicdo dos anticorpos primarios foi de
1:50-1:200, a faixa de diluicdo dos anticorpos secundarios foi de 1:500-1:1000,
ambos os anticorpos primérios e secundarios foram diluidos usando PBS 1% de
albumina de soro bovino (BSA). Todas as amostras foram bloqueadas com PBS com
5% de albumina de soro bovino (Sigma Aldrich) por 15 minutos em temperatura
ambiente antes de iniciar o procedimento de coloracédo. Todos os anticorpos foram
diluidos de acordo com as recomendacfes dos fabricantes usando PBS com 1%
BSA e as laminas lavadas em PBS trés vezes por 5 minutos entre as incubacdes de
anticorpos primarios e secundarios. As laminas foram finalmente montadas usando
ProLong Diamond Antifade Mountant (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), e

laminulas foram adicionadas.

3.9.3. Analise microscépica

Todas as amostras coradas foram fotografadas usando um microscopio
de fluorescéncia Zeiss Observer.Z1 com camera Orca-Flash4.OLT. Para imagens
com maior ampliacdo do endotélio vascular da BHE e astrocitos (anticorpo anti-

GFAP), foi utilizada uma objetiva de 63X combinada com a fungao "Stacks" do
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programa de imagem Zen 2, cada imagem tirada foi uma mesclagem de 15-20 pilhas
de imagens. A analise de microscopia confocal foi realizada usando um sistema
confocal Zeiss LSM980-Airy2; para a aquisicdo das imagens foi utilizado o programa
ZEN lite (Zeiss), enquanto a modelagem 3D ap6s a aquisicdo das imagens foi
realizada no Imaris (Oxford Instruments). Durante a imagem de microscopia
confocal, cada imagem z-stack incluiu 15 pilhas de uma espessura total de 15 pm.
Para a analise da microscopia com objetivas de alta ampliagédo, tanto a microscopia
de fluorescéncia comum quanto a microscopia confocal, foi focado no septo, no
tecido entre a area abaixo do espaco subaracnéideo e a parte mais externa do

cortex cerebral.

3.9.4. Quantificacao do sinal de fluorescéncia e anélise de co-localizacéo

As pés-coloracdes de sinal de fluorescéncia foram quantificadas usando o
software Image J como descrito anteriormente (lovino, 2017). Resumidamente,
todas as imagens de fluorescéncia foram convertidas em imagens em tons de cinza,
e entdo usando a funcdo “Threshold”, a superficie coberta pelo sinal de
fluorescéncia foi definida com a fungao “Create Selection” e finalmente quantificada
usando a fungdo “Measure”. Para analise de co-localizacdo, os sinais de
fluorescéncia de lectina de tomate e astrocitos (corados com anticorpo anti-GFAP)
foram analisados para co-localizacdo usando o plugin "Co-localization”, que
transforma todos os sinais co-localizados na cor branca; a superficie coberta pela

cor branca co-localizada foi entdo medida usando a fungéo "Measure".

3.10. DESCARTE DOS ANIMAIS

Os animais foram decapitados por guilhotina, sob anestesia de uma
solucéo de cloridrato de cetamina (6,6 mg/kg) e cloridrato de xilazina (0,3 mg/kg)
administrados por via intraperitoneal. O método de decapitacdo € considerado um
método restrito de eutanasia pelas Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), publicadas em 2013.
Foi utilizado um saco branco leitoso com a identificacdo de material infectante para

descarte e armazenamento da carcaca, que foi depositado no freezer do biotério da
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universidade para serem posteriormente transportados por empresa terceirizada.
Desse modo, os residuos foram tratados e encaminhados para disposicao final em
aterro sanitario. Todos os procedimentos estdo de acordo com a RDC 306/2004 da

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

3.11. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk e para homogeneidade usando o teste de Levene. Para as analises da
funcdo do sistema glinfatico e demais marcadores os dados foram apresentados
como média e desvio padréo e analisados pelo teste t de Student ndo pareado. Para
todas as comparacBes multiplas, foi usada analise de variancia (ANOVA) para
avaliar a presenca de diferencas entre os grupos e, em seguida, foi aplicado um
teste de Dunn para comparacfes pareadas. Os dados da tarefa de habituacdo ao
campo aberto foram relatados como média + erro padrdo da média (EPM), e a
comparacdes dentre os grupos feitas utilizando-se teste t de Student pareado. As
comparacdes dentro dos grupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon. Os
resultados estatisticamente significativos foram indicados por p < 0,05. Para as
analises foi utilizado o software Statistical Package for the Social Science (SPSS)

versao 20.0 e os graficos construidos no software Graph Pad versao 7.
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4. RESULTADOS

4.1 COMPROMETIMENTO DO SISTEMA GLINFATICO APOS A MENINGITE
PNEUMOCOCICA

Através da administracdo intracisternal de EBA em modelo experimental
de meningite pneumocdcica foi investigada a funcionalidade do sistema glinfatico
durante o processo infeccioso no SNC. Foram medidos os niveis de EBA no soro de
animais submetidos a meningite pneumococica, sendo 5 animais para cada grupo,
as 4, 24 e 72 horas de infeccdo. O grupo meningite apresentou diminuicdo dos
niveis séricos de EBA, em todos os tempos, em comparagdo com o grupo controle,
demonstrando que os animais apresentaram comprometimento do sistema glinfatico
(figura 7A). Inversamente, na medicdo do conteudo de EBA cerebral, verificou-se
gue nos grupos meningite houve aumento significativo na retencado de EBA cerebral
quando comparado ao controle em todos os tempos (figura 7B). Notavelmente,
esses dados vao ao encontro do observado na figura 7C, onde € mostrado que nos
cérebros dos ratos do grupo meningite o acimulo de EBA foi detectado em toda a
camada externa do espac¢o subaracnoéideo, bem como no cerebelo, onde o LCR do
quarto ventriculo € produzido, e no canal espinhal, onde o LCR entra no quarto

ventriculo.
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Meningitis

VAP

Figura 7: Funcionalidade do sistema glinfatico prejudicada ap6s meningite pneumocdcica
experimental. Transito de EBA da cisterna magna para o soro (A) e da cisterna magna para o cérebro
(B) de ratos Wistar adultos as 4, 24 e 72 h apés a inducdo da meningite pneumocécica. Os dados séo
apresentados como média e desvio padrdo. *p < 0,05 significancia estatistica em compara¢do com o
grupo controle (n = 5). (C) Corante EBA retido nos cérebros dos grupos de controle e meningite 4
horas apds a aplicacéo. Imagens de um cérebro por grupo sdo mostradas como representantes de
ambos 0s grupos, e as imagens apresentam trés perspectivas diferentes (lateral, superior e traseira).
As setas brancas apontam para os compartimentos do LCR do cérebro com alta retencdo de EBA.
Figura elaborada pela autora, 2025.

4.2 PERDA DA INTERACAO ASTROCITICA COM O ENDOTELIO VASCULAR BHE
E MAU POSICIONAMENTO DOS CANAIS AQP4

Na andlise cerebral através da técnica de Western blotting, 5 animais para
cada grupo experimental, mostrou-se que, ap0s a meningite pneumocdcica
experimental, os niveis de proteina AQP4 ndo sao alterados, comparando com o
tecido cerebral controle ao longo do tempo (figura 8A a C). O aumento do
descolamento dos pés astrociticos da extremidade da BHE foi confirmado pela
analise de co-localizacdo, que mostrou que a conexao entre 0s pés da extremidade
astrocitica e BHE é perdida com o tempo e durante o curso da infeccdo
pneumocadcica, a retracdo progressiva dos processos celulares astrociticos causa o
deslocamento do AQP4 (figura 8D e E). Além disso, verificou-se que no cérebro dos
animais do grupo controle com um sistema glinfatico funcional, a expressao de
AQP4 é expressa de forma homogénea ao longo da area entre os pés astrociticos e
o endotélio vascular BHE. Ja nos cérebros de ratos afetados por meningite o
sistema glinfatico demonstrou mau funcionamento, cuja expressao de AQP4 foi focal
em células astrociticas e longe de qualquer co-localizagdo com o endotélio de BHE

(figura E). Houve ainda processos de astrogliose, no decorrer do processo
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infeccioso, com astrocitos reativos, que retrairam seus processos celulares apos a

neuroinflamacédo, e mostraram um descolamento progressivo dos pés astrociticos do

endotélio vascular da BHE (figura F).
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Figura 8: Funcionalidade do sistema glinfatico e alteracées nos niveis de expressdo de AQP4. A) O
conteudo total de proteina das amostras de homogeneizado cerebral foi medido apés a coloracéo de
Coomassie. S (controle), M (meningite). Os nimeros de 1 a 5 referem-se ao numero de ratos no
grupo (controle ou meningite) por tempo. (B) Deteccdo de AQP4 em amostras homogeneizadas
cerebrais de grupos controle e meningite por Western blotting. (C) A porcentagem de AQP4 /
contelido de proteina total foi calculada usando ImageJ, e os dados sdo mostrados como média e
desvio padréo. (D) Quantificacdo da &area de co-localizacdo (em pixels quadrados [px.]) entre o
endotélio vascular da BHE e os astrécitos medido com ImageJ. Os dados sédo apresentados como
média e desvio padrdo. *p < 0,05; *p < 0,01. (E) Analise de microscopia confocal do endotélio
vascular BHE (vermelho), astrécitos (verde) e AQP4 (roxo, renderizado em branco usando o
programa de imagem ZEN lite). As setas azuis escuras apontam para o sinal fluorescente AQP4
conectando os pés astrociticos com o endotélio vascular de BHE, enquanto as setas azuis claras
apontam para a expresséao focal de AQP4 em astrécitos desprendidos do endotélio da BHE. Quatro
secdes de tecido cerebral de trés ratos controles e quatro ratos meningites foram analisadas em
diferentes tempos, e trés imagens por se¢do foram tiradas. As imagens exibidas sdo representativas
de cada grupo. As imagens planas foram anguladas 30° a partir da posi¢cdo horizontal no eixo z
usando Imaris. Figura elaborada pela autora, 2025.

4.3 COMPONENTES BACTERIANOS NO LCR E PARENQUIMA CEREBRAL

Para verificar a presenca de pneumococos no LCR dos animais
submetidos ao modelo experimental, 5 animais de cada grupo tiveram 0s niveis
proteicos de Ply mensurados, sendo essa a principal citotoxina liberada pelos
pneumococos, foram mensurados por Western blotting. Houve um aumento
significativo nos niveis de Ply detectado no LCR dos animais meningite em 4, 24 e
72 horas (figura 9A, B e C).
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Figura 9: Acumulo de Ply pneumocdécica no LCR como consequéncia da disfuncao do sistema
glinfatico. (A) O conteldo total de proteina das amostras de LCR foi avaliado pela coloragdo de
Coomassie. S (controle), M (meningite) Os nimeros de 1 a 5 referem-se ao nimero de ratos no grupo
(controle ou meningite) em diferentes tempos. (B) O mesmo volume das mesmas amostras foi usado
para andlise de Western blotting para a detec¢édo de Ply; um lisado bacteriano de S. pneumoniae foi
usado como controle positivo (+) juntamente com trés quantidades seriadas de Ply purificado. (C) A
porcentagem de Ply/conteldo de proteina total foi calculada usando ImageJ. Os dados sao
apresentados como média e desvio padrdo. *p < 0,05; **p < 0,01; n.s., ndo significativo. Figura
elaborada pela autora, 2025.

Na andlise de microscopia de imunofluorescéncia das amostras de LCR
foi verificado um aumento significativo no sinal fluorescente para a capsula
polissacaridica do sorotipo 3 ao longo dos diferentes tempos de 4, 24 e 72 horas.
Enquanto, as amostras de LCR n&o infectadas ndo demostraram nenhum sinal de

fluorescéncia para capsula pneumocécica (figura 10 A e B).
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Figura 10: Acumulo de capsula de polissacarideo no LCR devido a um mau funcionamento do
sistema glinfatico durante a meningite pneumocdcica. (A) Gotas de LCR em laminas de vidro foram
coradas para capsula polissacaridica do sorotipo 3 (vermelho). Uma imagem representativa é
mostrada por grupo. (B) Quantificagdo do sinal de fluorescéncia da capsula pneumocécica corada. Os
dados sdo apresentados como média e desvio padrdo. *p < 0,05; **p < 0,01. Figura elaborada pela
autora, 2025.

Ao analisar a presencga de bactérias no parénquima cerebral foi verificado
um aumento de Ply nos homogenatos cerebrais, porém sem diferenca significativa,
nos diferentes tempos analisados, tanto pela técnica de Western blotting (figura 11 A
e B) bem como pela anélise por microscopia de imunofluorescéncia das secdes de

tecido cerebral (figura 12 A e B).
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Figura 11: Ply nos homogeneizados cerebrais de ratos apdés meningite pneumocdcica. (A) Detecgéo
de Ply em amostras de homogeneizado cerebral através da técnica de Western blotting. Um lisado
bacteriano de S. pneumoniae foi usado como controle positivo (+) juntamente com trés quantidades
seriadas de Ply purificado. Como controle negativo, amostras de homogeneizado cerebral de trés
ratos do grupo controle em diferentes tempos foram analisadas. (B) A porcentagem de Ply/contetdo
de proteina total foi calculada usando ImageJ. O teor total de proteina foi medido apos a coloragédo de
Coomassie. Os dados sao apresentados como média e desvio padrdo. n.s., ndo significativo. Figura

elaborada pela autora, 2025.
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Figura 12: Presen¢a, mas ndo acumulo, da cdpsula do sorotipo 3 no parénquima cerebral de ratos
com meningite pneumocécica. (A) As secBes de tecido cerebral foram coradas para a capsula de
polissacarideo do sorotipo 3 (vermelho) e foram visualizadas com autofluorescéncia sob luz UV. Nos
diferentes tempos, 4, 24 e 72h, sec¢Bes de tecido de um rato controle e trés ratos do grupo meningite
foram analisadas no total. Uma imagem representativa é mostrada por grupo (controle ou meningite)
por tempo. (B) Quantificacdo do sinal de fluorescéncia da capsula pneumocdcica corada no painel A.
Os dados sédo mostrados como média e desvio padrdo. n.s., ndo significativo. Figura elaborada pela
autora, 2025.
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4.4 NEUROINFLAMACAO, DANOS NEURONAL E COMPROMETIMENTO DAS
FUNCOES NEUROLOGICAS APOS MENINGITE PNEUMOCOCICA COM MAU
FUNCIONAMENTO DO SISTEMA GLINFATICO

Como consequéncia do acumulo de bactérias e componentes bacterianos
no LCR, foi verificado o estado neuroinflamatorio no cérebro dos animais. Na analise
dos niveis de IBA-1, marcador de microglia, 5 animais de cada grupo experimental
foram avaliados. Houve aumento significativo nos cérebros dos ratos em 24 e 72 h
dos animais meningite quando comparados com 0s animais com 4 horas apos a

infeccédo (figura 13, p< 0,01).
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Figura 13: Avaliagcao de IBA-1 durante a infeccdo pneumocécica com mau funcionamento do sistema
glinfatico. (A) Deteccéo de IBA-1 em amostras de cérebro de ratos de grupos de controle e meningite
pela técnica de Western blotting (B) A porcentagem de IBA-1/teor de proteina total foi calculada
usando ImageJ, e os dados sdo mostrados como média e desvio padrdo. **p < 0,01; n.s., ndo
significativo. Os nameros de 1 a 5 referem-se ao nimero de ratos no grupo (controle ou meningite). O
teor total de proteina foi medido apés a coloracdo de Coomassie. Figura elaborada pela autora, 2025.

Para confirmar ainda mais o processo inflamatério durante a meningite
pneumocécica com a funcionalidade prejudicada do sistema glinfatico, foram
medidos os niveis de IFN-y e TMEM119, 5 animais para cada grupo experimental,
através da analise de Western blotting. Os resultados demonstram um aumento

significativo de IFN-y nos homogeneizados cerebrais de 4, 24 e 72 horas dos
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animais meningite (figura 14 A e B). Em contrapartida, foi observada uma diminuicéo
consistente da expressdo de TMEM119 em homogeneizados cerebrais de todos os
tempos do grupo meningite (figura A e C). Na andlise de quantificagdo das
intensidades da banda proteica confirmou-se o aumento significativo do IFN-y (figura
14 D) e a diminui¢éo significativa da TMEM119 (figura 14 E).
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Figura 14: Aumento da neuroinflamacédo durante a infeccdo pneumocdcica com um sistema glinfatico
prejudicado. O conteldo total de proteina das amostras cerebral foi medido apds a coloragédo de
Coomassie. S (controle) e M (meningite). Os nimeros de 1 a 5 referem-se ao nimero de ratos no
grupo (controle ou meningite) em cada tempo. Detec¢édo de Western blotting de IFN-y (B) e TMEM119
(C) foi realizada usando amostras homogeneizadas de cérebro de ratos de grupos controle e
meningite. Porcentagens de IFN-y/teor de proteina total (D) e TMEM119/teor de proteina total (E)
foram calculadas usando o ImageJ. Os dados sdo apresentados como média e desvio padrao. *p <
0,05; **p < 0,01; n.s., ndo significativo. Figura elaborada pela autora, 2025.

Outro parametro investigado foi o grau de dano neuronal. A expressao de
NSE foi analisada no soro dos animais controle e meningite, sendo 5 animais para
cada grupo experimental. Foi verificado um aumento significativo na expressao de
NSE no soro do grupo meningite em 4, 24 e 72 horas (Figura 15 A a C), indicando
que o aumento do dano neuronal ocorreu em paralelo com o aumento da
neuroinflamacdo devido ao funcionamento prejudicado do sistema glinfatico durante

a meningite pneumocacica.



45

A C
4 hours 24 hours 72 hours ot ' : i
l S1 §2 SIMY A2 M) WM '-")Iiil $2 853 M1 M2 MY M MY lJ' $2 53 M M2 M3 MW kﬂl 8 ’—ni_‘
- . § 3
4 .
15 P —_
80 2
00 £
S 204
% | . 11 ]
0 . Al11] . E
20 B ~
. 104
o 3
z [_'Ll
3
B 4 hours 24 hours 72 hours L I l [s]
v 51 S2SIMIMZMIMAMS  + SIS2SIMIMZMIMMMG  + 51 5253 MIARMIMANS " Sham Meningitis Sham Maningitis Sham Meningitis
. - - manew | | SRS | NSE
4 hours 24 hours 72 hours

Figura 15: Expressdo de NSE no soro de ratos apés modelo experimental de meningite
pneumocécica. O conteudo total de proteina das amostras de homogeneizado cerebral foi medido
apos a coloracdo de Coomassie. S (controle) e M (meningite). Os nimeros de 1 a 5 referem-se ao
namero de ratos no grupo (controle ou meningite) em cada tempo. (A) A seta preta aponta para uma
intensidade aumentada da coloragdo de Coomassie em torno do peso molecular da NSE (cerca de 40
kDa), que € particularmente evidente para o grupo de meningite em 24 e 72 h. (B) As mesmas
amostras foram usadas para analise de Western blotting para a deteccdo de NSE. (C) A porcentagem
de NSE/contetudo de proteina total foi calculada usando ImageJ, e os dados sdo mostrados como
média e desvio padrao. *p < 0,05; n.s., ndo significativo. Figura elaborada pela autora, 2025.

A fim de avaliar a quantidade de conexfes sinapticas neuronais foram
analisados os niveis de MAP2 e proteina Tau, 5 animais para cada grupo
experimental, através de microscopia de imunofluorescéncia usando secdes de
tecido cerebral coradas. As secbes de tecido cerebral de ratos submetidos a
meningite pneumocdcica mostraram uma diminuicdo significativa dos sinais
fluorescentes de MAP2 e Tau ao longo do tempo, indicando uma reducdo das

conexdes sinapticas neuronais devido ao dano neuronal (figura 16A e B).
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Figura 16: Perda de conexdes sinapticas neuronais e consequente comprometimento das funcdes
neurolégicas durante a meningite pneumocécica com mau funcionamento do sistema glinfatico. (A)
As secbes de tecido cerebral foram coradas para uma combinacdo de proteinas MAP2 e Tau
(vermelho) e foram fotografadas com autofluorescéncia sob luz ultravioleta. Uma imagem
representativa € mostrada por grupo (controle ou meningite) em cada tempo. (B) Quantificacdo do
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sinal de fluorescéncia de MAP2 + Tau corado. Os dados sdo apresentados como média e desvio
padrdo. **p < 0,01; n.s., ndo significativo. Figura elaborada pela autora, 2025.

Para investigar mais detalhadamente o dano as células neuronais
causado pela meningite pneumocdcica com funcionalidade do sistema glinfatico
prejudicada, foi realizado o teste comportamental de campo aberto, 10 animais para
cada grupo experimental. No grupo controle foi verificado diferencas significativas
entre as sessoes treino e teste, onde houve diminuicdo do nimero de cruzamentos e
levantamentos, demonstrando retencdo de memoéria. Por outro lado, no grupo
meningite, n&o foi observado diferenga entre as sessoes de treino e teste, indicando
um comprometimento consistente da memoria de habituacdo neste grupo (figura
17).
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Figura 17: Dados da tarefa de campo aberto 10 dias apés a inducdo da meningite pneumocdcica. Os
dados foram relatados como média e erro padrdo dos valores médios e analisados por testes t de
Student pareados (n = 9 animais por grupo). *p < 0,05 versus sessao treino. Figura elaborada pela
autora, 2025.
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5. DISCUSSAO

A BHE que protege o SNC permite a passagem de moléculas importantes
para a manutencdo da vida como oxigénio (Oz2), dioxido de carbono (COz2) e glicose
necessarias para satisfazer a demanda do metabolismo das células cerebrais e
viabilizar processos celulares, além disso impede a entrada desregulada de
proteinas e fluidos no cérebro (Hladky, Barrand 2016). Mesmo com essa camada
protetora o espaco intersticial do cérebro ainda recebe residuos soltveis devido ao
seu metabolismo elevado (Raper et al.,, 2016). Com isso, o0 sistema glinfatico
demonstra-se como um valioso aliado para a manutencdo do equilibrio cerebral,
apoiando a entrega de solutos e fluidos intersticiais, incluindo células imunes e
macromoléculas, do cérebro para as rotas de saida do LCR e drenagem nos
ganglios linfaticos (Reeves et al., 2020).

Em relacdo a integridade da BHE durante a meningite pneumocécica,
relatos prévios com modelos animais de meningite derivado de bacteremia
demonstraram que o trafego de S. pneumoniae, disseminado para o LCR pelo
sangue através da BHE, ndo causa interrupc¢ao significativa do endotélio vascular da
BHE cujas juncdes apertadas endoteliais VE-caderina ndo estiveram comprometidas
durante a transmigracdo de bactérias através do endotélio da BHE (lovino et al.,
2013, lovino et al., 2017). Por outro lado, a infiltracdo de células imunes periféricas
no cérebro pode alterar a integridade endotelial da BHE (Mook-Kanamori et al.,
2011). A diapedese leucocitaria requer mecanismos precisos de ligacdo de
moléculas de adesdo, selectinas e integrinas, que promovem a infiltracdo de
leucécitos do sangue para o cérebro sem interromper o endotélio BHE (Wilson et al.,
2010).

Neste estudo a funcéo glinfatica foi avaliada em um modelo animal de
meningite pneumocécica em diferentes tempos apos a administracdo do corante
EBA. O grupo meningite apresentou acumulo de EBA no cérebro em comparagéo
com o grupo controle, demonstrando que a funcdo glinfatica foi afetada pela
meningite. Para confirmar esse resultado, também foram avaliados os niveis de EBA
na corrente sanguinea dos animais. O grupo controle apresentou um aumento nos
niveis séricos de EBA em comparagdo com 0 grupo meningite, demonstrando que o
grupo meningite foi incapaz de drenar o EBA do LCR para a corrente sanguinea,

através dos ganglios linfaticos. Corroborando com estes resultados, um estudo
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recente demonstrou que o influxo de LCR para o parénquima cerebral, bem como a
drenagem de LCR para os linfonodos cervicais, foi significativamente reduzido no
modelo de meningite por S pneumoniae em ratos, sugerindo que as armadilhas
extracelulares de neutrofilos e a disfungéo do sistema glinfatico podem influenciar no
edema cerebral (Pavan et al., 2021). Devido a perda de drenagem de solutos entre o
LCR e o parénquima cerebral, a maioria dos componentes pneumococicos pode
permanecer acumulada nos compartimentos do LCR do cérebro. Notavelmente, uma
consequéncia direta de um mau funcionamento do sistema glinfatico €, de fato, o
edema cerebral, que € o acamulo de liquido no cérebro (Zhou et al., 2021).

A disfuncéo glinfatica é caracterizada por uma troca reduzida entre o LCR
e ISF, levando a um acumulo de residuos. Muitas doencas tém sido associadas a
disfuncdo do sistema glinfatico, como a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson
e outras doencas neurodegenerativas (Boland et al., 2018, Rasmussen et al., 2018,
Verheggen et al., 2018). O transporte de BHE e as depuracdes glinfaticas séo
mecanismos interdependentes, e a disfuncdo desses mecanismos pode dificultar a
depuracéo do soluto (Verheggen et al., 2018). A permeabilidade ou interrupgéo da
BHE facilita a migracdo de células imunes periféricas e mediadores inflamatorios
para o LCR, aumentando a producdo de citocinas, quimiocinas, espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio e moléculas neurotdxicas que contribuem para a ativacéo das
células gliais e consequente neuroinflamacéo (Thorsdottir et al., 2019, Kadry et al.,
2020). Estudos pré-clinicos de meningite bacteriana demonstraram que a quebra da
BHE estd associada ao comprometimento cognitivo (Barichello et al., 2012,
Giridharan et al., 2020) e, quando enzimas proteoliticas como metaloproteinases de
matriz foram bloqueadas, a disfuncédo cognitiva pode ser evitada (Barichello et al.,
2013, Barichello et al., 2014).

Apoés a observacao da retencdo de EBA no cérebro e a sua disfuncéo de
drenagem no soro no grupo de meningite, foi investigada a interacdo entre o0s
astrocitos e a BHE. Essa analise astrocitaria foi mediada pela avaliagdo dos niveis
de canais de agua AQP4, abundantemente expressa nas extremidades dos
astrocitos em torno de pequenos vasos, atuante como um canal seletivo de agua
(Nielsen et al.,, 1997, lliff et al., 2012). Esses canais AQP4 sdo componentes
fundamentais do sistema glinfatico, facilitando o transporte de solutos do espaco
subaracnoideo perivascular e do parénquima cerebral (Mestre et al., 2018, Harrison
et al., 2020, Silva et al., 2021). A expressao aumentada de AQP4 foi descrita
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anteriormente em situacbes de neuroinflamacdo, presente em doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (Valenza et al., 2019), esclerose
multipla (Fukuda, Badaut 2012) e encefalopatia associada a sepse (Zhu et al., 2023).
Em um estudo que avaliou a expressao de AQP4 no hipocampo e a terapia com
dexametasona 24 horas apés inducdo de modelo de meningite pneumocdcica,
verificou-se um aumento da expressao de AQP4 no grupo meningite e meningite
associado a ceftriaxona, e diminuicdo nos animais tratados com antimicrobiano
associado a dexametasona, indicando que o tratamento associado poderia reduzir o
edema cerebral ao diminuir a expressdao de AQP-4 (Du et al., 2015). Outro estudo
com o mesmo modelo animal identificou que 30 horas apds a infusdo bacteriana
houve um aumento de cerca de 7 vezes na expressao da proteina AQP4 no cérebro,
0 que aumentou ainda mais a permeabilidade a 4gua da BHE e, portanto, o0 acimulo
de excesso de agua cerebral (Papadopoulos, Verkman 2005). Por outro lado, Pavan
e colaboradores observaram recentemente que, apés a neuroinflamacéo causada
por uma infec¢cdo pneumocdcica no SNC, os niveis de expressédo de AQP4 nédo séo
significativamente alterados em comparacdo com aqueles em uma situacdo ndo
infectada. Os resultados do presente estudo se alinham com os de Pavan e
colaboradores (Pavan et al., 2021), ndo sendo observado aumento dos niveis de
expressdo de AQP4 nos cérebros dos ratos afetados por meningite em comparacao
com os cérebros dos animais controle.

No presente estudo, um dos fatores que afetou significativamente o
transporte de solutos do sistema glinfatico durante a meningite pneumocécica néo
foi a expresséo alterada de AQP4, mas sim a interrupcdo dos canais de agua de
AQP4 devido a um descolamento dos pés astrociticos de sua co-localizagdo com o
endotélio de BHE. Os astrdcitos sdo um componente fundamental do suporte para a
BHE, com os pés astrociticos em contato proximo com o endotélio vascular da BHE
(Abbott et al., 2006). O encurtamento dos processos celulares astrociticos causa o
descolamento dos pés astrociticos do endotélio vascular da BHE com consequente
diminuicdo da fungédo dos canais de agua AQP4, sendo vistos em modelos animais
de encefalomielite autoimune experimental (Wolburg-Buchholz et al., 2009), e DP (Si
et al., 2024). Esse processo celular é uma consequéncia direta das mudancas
morfologicas dos astrécitos que, durante a neuroinflamacéo, sofrem astrogliose, na
qual o corpo celular se torna mais redondo e proeminente, e 0s processos celulares

se tornam mais espessos e curtos (Pekny, Nilsson 2005, Zhang et al., 2010). Essa
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perda de localizacdo polarizada de AQP4 causa a redistribuicdo de agua em toda a
BHE, alterando sua funcdo de filtracdo e propiciando a formacdo de edema
(Wolburg-Buchholz et al., 2009).

A fim de avaliar a presenca da bactéria no LCR e parénquima cerebral
dos animais, foi avaliada a expresséo de Ply e a capsula polissacaridica de sorotipo
3 nos animais. Ambas as proteinas se demonstraram aumentados no LCR dos
animais meningite em 4, 24 e 72 horas; entretanto, ndo houve diferenca significativa
dos seus niveis nas amostras cerebrais. A Ply desempenha um papel fundamental
na patogénese da meningite pneumococica, facilitando a travessia bacteriana pela
BHE (Nishimoto et al., 2020). Concentra¢des elevadas de Ply no LCR em modelos
animais e em humanos foram descritas na literatura (Spreer et al., 2003). Um estudo
clinico com pacientes internados devido a meningite bacteriana identificou que os
niveis de Ply foram significativamente reduzidos entre a admissédo e 48 horas nos
pacientes sobreviventes. Entretanto, os pacientes ndo sobreviventes apresentaram
niveis mais altos de Ply, da admisséo até o 6bito, e apesar da queda no niumero de
bactérias, essa proteina esta envolvida na patogénese grave (Wall et al., 2012).

Para validar o estado neuroinflamatorio no cérebro dos animais foi
verificada a expresséo de IBA-1, IFN-y e TMEM119. Na avaliacao dos niveis de IBA-
1 houve aumento significativamente desse marcador em 24 e 72 horas no cérebro
dos animais meningite quando comparados aos animais 4 horas apés a infeccao.
Corroborando com estes resultados, um estudo recente verificou que a expressao
microglial aumentada, detectada IBA-1, foi observada 24 horas apos a inducdo da
meningite pneumocdcica, e permaneceu elevada apds 10 dias da infec¢céo, e 0 uso
do inibidor MCC950 diminuiu a expressdao de IBA-1 no grupo meningite em
comparacao com o grupo controle dez dias ap6s a inducdo (Generoso et al., 2024).
Resultados semelhantes foram observados ao obter imagens do cerebrais de coértex
pré-frontal e do hipocampo por tomografia por emissdo de pésitrons (PET) apos a
indugdo da doenca, em 24 horas e dez dias, sugerindo aumento da ativagéo
microglial, demonstrando a presenca de neuroinflamacdo cronica, que pode ser
prejudicial e promotora de comprometimento cognitivo a longo prazo (Giridharan et
al., 2020). Sabe-se que em situagdes de insulto ao SNC, como doencas autoimunes
ou processos infecciosos, a micréglia € rapidamente ativada, resultando em sua

migracédo para o local da lesdo, com consequente proliferacdo e alteracdo de sua
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morfologia para formato ameboide, exibindo, dessa forma, maior imunorreatividade
ao IBA-1 e outros marcadores intracelulares (Greter et al., 2015).

Os resultados deste estudo também demonstraram um aumento
significativo de IFN-y nos homogeneizados cerebrais dos animais meningite em
todos os tempos analisado, 4, 24 e 72 horas. Niveis aumentados da citocina INF-y,
demonstraram exercer um papel critico na potencializacdo da sinalizacdo proé-
inflamatoéria ao preparar macrofagos e micrdglia durante infeccées (Kulkarni et al.,
2016, Kopitar-Jerala 2017). Resultados semelhantes foram observados em um
estudo com modelo experimental de meningite, onde o0s niveis de IFN-y
apresentaram um aumento significativo em 24 horas no LCR e o uso de uma
proteina de choque térmico alfa B-cristalina (HspB5) inibiu essa elevacéo (Erni et al.,
2019). Too e colaboradores também demonstraram que em 20 e 44 horas ap0s a
inducdo de modelo experimental de meningite, houve aumento significativo de IFN-y
no LCR dos animais. Todavia, camundongos IFN-y (-/-) mostraram uma resposta
inflamatoéria diminuida (niveis atenuados de citocinas pro-inflamatérias no LCR) e
patologias cerebrais mais leves (menos permeabilidade da BHE e hemorragia
cerebral) durante a fase aguda da doenca (Too et al., 2014).

Ja na avaliacdo da expressdo de TMEM119, marcador especifico da
microéglia, o presente estudo encontrou niveis significativamente diminuidos no grupo
meningite, nos mesmos tempos avaliados, quando comparados ao controle. O
TMEM119 €é o primeiro marcador descoberto expresso exclusivamente pela
micréglia em estados saudaveis e doentes, tanto em camundongos quanto em
humanos (Bennett et al., 2016). Similarmente aos resultados encontrados,
recentemente foi descrito que a TMEM119 é regulada negativamente na microglia
durante a neuroinflamacgéo (Liu et al., 2021) e doencas cerebrais, incluindo doencas
de Alzheimer (Sobue et al., 2021), e esclerose mudltipla (van Wageningen et al.,
2019).

Este estudo também avaliou o dano neuronal e conexdes sinapticas apos
a inducdo do modelo animal de meningite pneumocécica. Foi encontrado um
aumento significativo nos niveis de expressdo de NSE no soro dos animais
meningite em 4, 24 e 72 horas, quando comparado ao controle. O NSE € liberado de
neurdnios danificados e sua deteccao sanguinea é frequentemente realizada em um
ambiente clinico para avaliar quantitativamente o dano neuronal durante lesdes

cerebrais (Janigro et al., 2020), sendo visto sua exacerbagcdo em casos de
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neuroblastoma em recém-nascidos, bem como diferentes tipos de canceres (Isgro et
al., 2015), encefalite (Czupryna et al., 2018) e meningite bacteriana (Grgnhgj et al.,
2021). J4& os niveis de MAP2 e proteina Tau, respectivamente expressas
principalmente em dendritos neuronais e axodnios (Caceres et al., 1984, Iwata et al.,
2019), demonstraram uma diminuicdo significativa de sua expressdo no soro dos
animais do grupo meningite quando comparado ao controle em todos os tempos
analisados, correlacionando-se a uma reducdo das conexdes sinapticas neuronais.
A lesdo neuronal é frequentemente observada ap6s a neuroinflamacédo e os danos
aos neurdnios podem ser causados tanto pela interacdo direta das bactérias ou
componentes bacterianos, como a pneumolisina, com o0s neurdnios (Tabusi et al.,
2021) quanto pelo efeito prejudicial dos compostos pré-inflamatorios liberados
durante o processo de neuroinflamacgao (Nau, Briick 2002).

Associado a perda da funcionalidade do sistema glinfatico durante a
patogénese da meningite pneumocécica, este estudo mostrou que a
neuroinflamacéo e a lesédo neuronal aumentam com o tempo durante a infecgéo.
Para comprovar essa hipétese foi utilizado o teste comportamental de campo aberto
e verificado que o grupo meningite apresentou comprometimento da memoaria de
habituacdo, diferentemente do observado no grupo controle que apresentou
retencdo de memoéria. Sendo assim, estes dados sugerem fortemente que a
disfuncéo do sistema glinfatico pode ser outro fator associado ao comprometimento
cognitivo de longo prazo em sobreviventes de meningite. Corroborando com estes
resultados um estudo com o mesmo modelo animal verificou que os animais, apés
10 dias da inoculagcdo bacteriana e livres de infeccdo, apresentaram
comprometimento da memdéria de habituacdo e reconhecimento de novos objetos, e
o tratamento do com o inibidor MCC950 reverteu o dano cognitivo induzido pela
meningite pneumocdcica (Generoso et al., 2024).

Os sobreviventes de meningite bacteriana apresentam um risco
aumentado de desencadear comprometimento neurocognitivo. Em uma coorte
realizada na Inglaterra com criangas expostas a meningite nos 18 primeiros meses
de vida e acompanhadas dos 9 aos 13 anos de vida, foi associada a dificuldades
neurocognitivas, educacionais e psicolégicas durante a infancia e o inicio da
adolescéncia (Khandaker et al., 2015). Outro estudo também demonstrou que a
meningite durante a infancia aumenta o risco de esquizofrenia na idade adulta

(Abrahao et al.,, 2005). Em adultos, as sequelas neurolégicas da meningite
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pneumocdécica em paises com altos recursos apresentaram taxas de 32% de
comprometimento cognitivo, 4% de hidrocefalia, 31% de convulsdes, 22 a 69% de
perda auditiva e 11 a 36% de déficits focais (Lucas et al., 2016). As conexdes entre
a qubera da BHE, a disfuncdo glinfatica e o comprometimento cognitivo em
sobreviventes de meningite podem ser um novo caminho para investigar
mecanismos para prevenir esses eventos e restabelecer a funcdo diaria de

pacientes que ainda sofrem de disfuncdo ap6s meningite bacteriana.
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6. CONCLUSAO

A meningite pneumocécica experimental esteve relacionada a perda da
funcionalidade do sistema glinfatico com consequente acumulo de componentes
pneumocaécicos, como a citotoxina Ply e a capsula polissacaridica, utilizadas como
marcadores para a presenca de S. pneumoniae no espaco subaracndideo
perivascular ocupado pelo LCR.

Esse acumulo de bactérias leva a um aumento expressivo da
neuroinflamacéo e lesdo neuronal. Portanto, a perda da funcionalidade do sistema
glinfatico pode desempenhar um papel crucial na determinacdo das sequelas
neurolégicas que acometem os sobreviventes. Além disso, danos neuronais graves
e fungcbes neuroldgicas prejudicadas possuem uma correlacdo positiva quando o
sistema glinfatico esta disfuncional na meningite pneumocécica.

Neste estudo, foi relatado pela primeira vez que o comprometimento do
transporte de solutos entre o espaco subaracnoideo perivascular e o parénquima
cerebral ocorre devido ao descolamento dos pés astrociticos da BHE, com provavel
perda da funcao fisiolégica dos canais de agua AQP4 de transporte de soluto dentro

do sistema glinfatico.
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