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RESUMO

A meningite pneumocdécica é uma doenga grave que acomete o sistema
nervoso central. Esta patologia estd associada a uma inflamagdo aguda,
que pode ocasionar danos ao hospedeiro, tais como surdez, cegueira,
convulsdes e prejuizos de memdria e aprendizagem. Adicionalmente, as
doengas infecciosas também podem desempenhar um papel importante
em transtornos neuropsiquidtricos. Nesse contexto, foi avaliado o
comportamento semelhante a depressdio em ratos sobreviventes a
meningite pneumocdcica tratados com imipramina. Ratos Wistar,
pesando entre 250-300g, foram submetidos a inocula¢do na cisterna
magna com 10uL de solucdo salina estéril, ou um volume equivalente
da suspensdo de Streptococcus pneumoniae na concentragao de 5x10°
UFC/mL. Trés dias apés a inducdo da meningite, os animais foram
tratados com imipramina 10mg/Kg ou com solugfo salina, durante 14
dias (3° ao 17° dia). Apés dez dias da indugdo da meningite foi avaliado
o consumo de alimento doce, durante 7 dias (10° ao 17° dia). Dezessete
dias apds a inducdo da meningite, os animais foram anestesiados e o
sangue foi coletado para a andlise dos niveis dos hormonios
corticosterona e adrenocorticotréfico (ACTH). A glandula adrenal e o
hipocampo foram isolados e pesados. A concentracdo de TNF-a no
hipocampo e no cértex pré-frontal foi determinada utilizando teste
ELISA. No grupo meningite, o consumo de alimento doce foi reduzido
em aproximadamente 60% quando comparado ao grupo controle. No
entanto, o tratamento com imipramina no grupo meningite preveniu a
redu¢do do consumo de alimento doce em aproximadamente 290%,
quando comparado com o grupo meningite. Em relacio ao peso da
glandula adrenal e do hipocampo, ndo houve diferenca quando
comparado ao grupo controle. Os niveis de corticosterona ¢ ACTH
estavam aumentados no grupo meningite quando comparados ao grupo
controle. Ja os niveis de TNF-a estavam aumentados apenas no cértex
pré-frontal dos animais. No hipocampo, os niveis de TNF-a nido foram
alterados. Entretanto, o tratamento com a imipramina preveniu o
aumento dos niveis de corticosterona ¢ ACTH nos animais quando
comparado com o grupo meningite. Assim, estes resultados corroboram
a hipétese de que os animais sobreviventes a meningite pneumocdcica
apresentam comportamento semelhante a depressdo e alteragdes no eixo
hipotdlamo-hip6fise-adrenal.



Palavras-chaves: Streptococcus pneumoniae. Meningite. Anedonia.
ACTH. Corticosterona.



ABSTRACT

Pneumococcal meningitis is a severe infectious disease of the central
nervous system. This pathology is associated with acute inflammation
and can cause damage to the host, such as deafness, blindness, seizure
and learning deficits. Furthermore, infectious diseases can play a
significant role in the etiology of neuro psychiatric disturbances. In this
context, it was evaluated the depressive-like behavior in pneumococcal
meningitis survivor rats. Wistar rats weighing 250-300g were underwent
a magna cistern tap receiving either 10uL sterile saline or a
Streptococcus pneumoniae suspension at the concentration 5%x10°
cfu/mL. After 3 days of the meningitis induction, the animals were
treated with imipramine at 10 mg/kg or saline during 14 days (days 3-
17). After 10 days of the induction of meningitis, it was measured the
sweet food intake for 7 days (days 10-17). After 17 days of the
induction, the animals were anesthetized and blood was removed for
analysis of corticosterone and adrenocorticotropic hormone (ACTH).
Adrenal gland and the hippocampus were isolated and weighed. The
concentration of TNF-a in the hippocampus and pre-frontal cortex was
measured by the ELISA test. In the meningitis group, sucrose
consumption was reduced in approximately 60% when compared to
sham group. The treatment with imipramine reversed the reduction of
sweet food intake in approximately 290% when compared to meningitis
group. Regarding the weight of the adrenal gland and the hippocampus,
it was any diference between meningitis and imipramine group. There
was an increase in ACTH and corticosterone levels in the meningitis
group compared to sham. In the meningitis group in comparison with
the sham group, the levels of TNF-o was increased in the pré-frontal
cortex. In the hippocampus there was no changes in the TNF-a levels.
The treatment with imipramine decreased levels of ACTH and
corticosterone in animals when compared with meningitis group. These
results supported the hypothesis that survivor animals of the
pneumococcal meningitis showed depressive-like behavior and
alterations in the hypothalamus-pituitary-adrenal axis.

Key words: Streptococcus pneumoniae. Meningitis. Anhedonia.
Corticosterone. ACTH.
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1 INTRODUCAO
1.1 MENINGITE

A meningite bacteriana é a infec¢do mais comum e grave do
sistema nervoso central (SNC), caracterizada por uma infeccdo aguda
que ocorre no espaco subaracndide, localizado entre as meninges pia
mater e aracnéide (VAN DE BEEK et al., 2004). Esta inflamacdo gera
uma resposta imune exarcebada, lesionando o tecido neuronal e
causando prejuizos neuropsicoldgicos e cognitivos, através de processos
apoptéticos (LEIB et al.,1996; KOEDEL; PFISTER, 1999; NAU et al.,
1999; IRAZUZTA et al., 2005; CHEN et al., 2009). A inflamac¢do no
espaco ventricular e subaraquindide causada pela meningite
pneumocdcica € aparentemente responsdvel por muitas das
consequéncias patoldgicas da doenca (TUOMANEN, 1994; KOEDEL;
PFISTER, 1999). Em modelo experimental de meningite, a inflamacio
tem sido fortemente relacionada ao desenvolvimento de danos cerebrais
que afetam multiplas dreas com uma distribuicio heterogénea, afetando-
as em diferentes tempos (KIM et al., 1995). A falta de uniformidade nos
danos ocorridos prejudica a avaliagdo da gravidade e do grau dos danos
neuronais (IRAZUZTA et al., 2000). Isto dificulta a extensdo dos danos
cerebrais, especialmente em periodos imediatamente apds a lesdo,
criando obsticulos para o desenvolvimento de novas terapias
(IRAZUZTA et al.,, 2001). Em um estudo realizado em necropsia de
pacientes que morreram de meningite, foi observado danos ao SNC
caracterizados por necrose nos tecidos corticais e apoptose das células
do giro denteado hipocampal (NAUet al, 1999). Além disso, foi
verificado que o pico de morte celular por apoptose no giro denteado
hipocampal ocorreu 30 horas apds a inducdo da meningite em ratos
(GRANDGIRARD et al., 2007a).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Estima-se que cerca de 1,2 milhdes de casos de meningite
ocorrem anualmente em todo o mundo, resultando em 135.000 mortes
(MALIPIERO et al., 2006; WEISFELD et al., 2006). O Streptococcus
pneumoniae € a Neisseria meningitidis sdo os principais agentes
etiolégicos responsaveis pela maioria dos casos de meningite bacteriana
na Europa e nos Estados Unidos da América (EUA), representando
cerca de 61% do total destes casos (VAN DE BEEK et al., 2004). De
acordo com o Sinan (Sistema de Informacdo de Agravos de
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Notificagdo), no Brasil em 2011, entre todas as faixas etdrias, foram
confirmados 20.656 casos de meningite. Destes 37% (n = 7.610) foram
por meningite bacteriana, 41% (n = 8.425) foram por meningite viral,
18% (n = 3.759) ndo foram especificados e 3,5% (n= 712) ocorreram
por outra etiologia. Entre todos os casos de meningite bacteriana, 16%
(n = 1.204) foram por pneumococos. O pneumococo é a causa mais
grave de meningite bacteriana, resultando numa taxa de 20% a 30% de
mortalidade e com até 40% de complicagdes intracranianas, tais como
edema cerebral, hidrocefalia e hemorragia (VAN DE BEEK et al., 2004;
HOOGMAN et al., 2007).

1.3 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

O S.pneumoniae é um diplococo Gram positivo que reside na
superficie da mucosa do trato respiratério superior (MARTNER et al.,
2008) e pode ocasionar doencas como a otite média, pneumonia,
bacteremia, sepse e meningite (MITCHELL; MITCHELL, 2010).

Para que ocorra a colonizag¢do na naso faringe e posterior invasao
e disseminagdo nas vias respiratérias inferiores, sdo necessdrias a
expressdo e a interacdo entre os fatores de viruléncia e as células
receptoras do hospedeiro (ZHANG et al., 2000; ELM et al., 2004;
HAMMERSCHMIDT et al., 2005; 2006; KADIOGLU et al., 2008). O
microrganismo apresenta uma variedade de mecanismos de viruléncia,
tais como a cdpsula de polissacarideo, a exotoxina pneumolisina,
moléculas de superficie como as adesinas, a enzima hialuronidase,
lipoproteinas e proteinas de superficie (MITCHELL; MITCHELL,
2010). A cépsula de polissacarideo € o principal fator de viruléncia do
microrganismo devido a sua atividade antifagocitdria. A presenca da
cdpsula impede que as imunoglobulinas se liguem a superficie da
bactéria e interajam com os receptores presentes nas células fagociticas
(KADIOGLU et al., 2008). A cédpsula também € crucial para a
colonizagdo, pois impede a remogdo mecanica do muco (NELSON et
al., 2007) e pode também restringir a autdlise e reduzir a exposi¢do do
microrganismo aos antimicrobianos (VAN DER POLL; OPAL, 2009).

A pneumolisina possui a capacidade de se ligar ao colesterol da
membrana celular e formar poros de grandes dimensdes, destruindo a
integridade da membrana, ocasionando morte neuronal através do dano
a membrana mitocondrial (EL-RACHKIDY et al., 2008).

As adesinas pneumocdcicas, como a fosfatidilcolina, tém sido
diretamente implicadas na aderéncia as células epiteliais (CUNDELL et
al., 1995; ROSENOW et al., 1997). Outros fatores de viruléncia como



31

as exoglicosidases, incluindo a neuraminidase A, B-galactosidase e -N-
acetilglicosaminidase, sdo conhecidos por estarem envolvidos na
interacdo das adesinas as glicoproteinas presentes na membrana celular
no hospedeiro (KING et al., 2006). Estas enzimas proporcionam a
resisténcia a lisozima, que € uma muramidase que cliva o peptidoglicano
(DAVIS et al., 2008). O pneumococo também produz a IgA1 protease,
que cliva a IgA, a principal classe de imunoglobulinas em secrecdes,
promovendo a ligagdo com a mucosa respiratoria (WEISER et al.,
2003).

A enzima hialuronidase também ¢é outro fator de viruléncia do
pneumococo. Tal enzima atua degradando o dcido hialurdnico, que é um
componente conectivo dos tecidos dos mamiferos. A degradacdo deste
acido facilita a propagacdo e a colonizacdo do microrganismo. Esta
enzima também pode potencializar a inflamacdo pulmonar, devido a
ativacdo das citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias (IRWIN et al.,
1994; MITCHELL; MITCHELL, 2010).

1.4 MECANISMOS DE COLONIZACAO DO S. PNEUMONIAE NA
MENINGITE PNEUMOCOCICA

O habitat do pneumococo € a mucosa da nasofaringe humana,
com uma prevaléncia de cerca de 37% em criangas. A presenca do
pneumococo em criancas pode aumentar para até 58% em ambientes
fechados, como creches (BOGAERT et al.,, 2001). Em adultos, a
aglomeragdo de pessoas pode facilitar a transmissdo, especialmente em
hospitais, abrigos e prisdes, onde a taxa de transmissdo é de até 40%
(HOGE et al., 1994; IHEKWEAZU et al., 2010), em comparacdo com
4% na populagdo adulta em geral. A bactéria é principalmente
transferida entre as pessoas através da tosse e por espirros. Além disso,
0 microrganismo necessita enfrentar a barreira natural, o sistema imune
do hospedeiro e até 700 espécies microbianas diferentes que podem
colonizar o mesmo nicho (AAS et al., 2005; MOOK-KANAMORI et
al., 2011). O S.pneumoniae coloniza a nasofaringe por degradacdo do
muco através das exoglicosidases, tais como a neuraminidase A, -
galactosidase A, pB-N-acetilglicosaminidase e a neuraminidase B
(BURNAUGH et al., 2008). Além de produzir também a pneumolisina
que ¢é responsdvel pela diminuicio do batimento ciliar das células
epiteliais, aumentando a aderéncia bacteriana (FELDMAN et al., 1990).
O S. pneumoniae pode transmigrar entreas células epiteliais através da
ligagdo da fosforilcolina pneumocdécica com o receptor do fator de
ativacdo de plaquetas (PAF) presente nas células epiteliais. Pode
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também ligar-se a proteina de superficie pneumocécica C (PspC) com o
receptor de Ig polimérica (PIgR) epitelial, que transportard a bactéria
para a membrana basal das células epiteliais do hospedeiro (CUNDELL
et al., 1995; MOOK-KANAMORI et al., 2011).

Uma vez na corrente sanguinea, o pneumococo € confrontado
com um mecanismo de defesa adicional. Os representantes do
complemento sdo o primeiro passo da imunidade inata contra a
bacteremia (JARVA et al., 2003; PATERSON et al.,, 2006). O
pneumococo possui duas formas de minimizar o processo de fixagao de
fragmentos do sistema complemento na superficie bacteriana
(opsonizagdo) e posteriormente a fagocitose. Primeiramente, a cdpsula
serve como uma barreira ndo especifica, reduzindo de forma
significativa a opsonizagdo e a interagdo subsequente com os fagdcitos
(ABEYTA et al.,, 2003; KADIOGLU et al., 2008). Em segundo lugar, a
PspA, a PspC e a pneumolisina atingem os componentes especificos do
complemento, reduzindo assim a depuracdo bacteriana. A PspA inibe a
proteina do complemento Clq e, subsequentemente, a deposicdo da
proteina C3b (JARVAet al., 2003). O pneumococo também pode fixar-
se aos eritrocitos, através de um processo chamado de aderéncia imune,
que é dependente da ligacdo de C3b, C4b, Clq e delectina ligadora de
manose (MBL) (HAMENT et al, 2003; LI et al, 2007). A
pneumolisina, lancada durante a autélise pneumocdcica, liga-se a por¢ao
Fc da IgG ativando a via cldssica do complemento, aumentando a
viruléncia bacteriana independentemente de fatores do complemento
para longe da bactéria e limitando a opsonofagocitose (ALCANTARA
et al., 2001). Por fim, a proteina C reativa (PCR) de fase aguda se ligaa
fosforilcolina na parede do pneumococo (VOLANAKIS et al., 1971;
AGRAWAL et al., 2002) e, subsequentemente, interage com Clq,
levando a ativagdo da via cldssica do complemento (SIEGEL et al.,
1974; CLAUS et al., 1977).

1.5 PASSAGEM DO PNEUMOCOCO ATRAVES DA BARREIRA
HEMATO ENCEFALICA (BHE)

O SNC ¢ protegido pelo cranio, leptomeninges, BHE e a barreira
sangue-liquido cefalorraquidiando (LCR) (KIM, 2008). A BHE ¢
formada por células endoteliais microvasculares, astrcitos e pericitos.
Esta estrutura atua no controle da troca de substancias para dentro e para
fora do cérebro (KIM, 2006), protegendo o cérebro de toxinas e agentes
patogénicos (KIM, 2008). O S.pneumoniae atravessa a BHE através dos
mecanismos de passagem transcelular e intercelular pela ruptura das
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jungdes aderentes (JA) intercelulares (MOOK-KANAMORI et al.,
2011). No mecanismo de passagem transcelular, o patégenoliga sua
parede celular de fosforilcolinacom o receptor do PAF das células
endoteliais. Além disso, a PspC se liga ao receptor de laminina e ao
pIgR em células endoteliais microvasculares cerebrais (ZHANG et al.,
2000), permitindo assim, que a transmigracdo através da célula
endotelial para o local basolateral ocorra por entre as juncdes
intercelulares (KIM, 2006). O pneumococo pode também se ligar a
fibronectina (FNT) (VAN DE FLIER et al., 1995), a vitronectina (VNT)
e ao colageno de matriz extracelular (CME), aumentando a ruptura da
BHE (KOSTRZYNSKA; WADSTROM, 1992; BERGMANN et al.,
2009), figura 1. A resposta imune do hospedeiro e os fatores de
viruléncia do pneumococo, tais como a pneumolisina, também
aumentam a permeabilidade da BHE, facilitando a passagem do
microrganismo para dentro do cérebro (MOOK-KANAMORI et al.,
2011).

Figura 1 - Passagem do pneumococo através da barreira
hematoencefilica
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Fonte: Barichello et al.(2013).
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1.6 MECANISMOS DO SISTEMA IMUNE INATO NA MENINGITE
PENEUMOCOCICA

O S.pneumoniae atinge o espago subaracndide e multiplica-se
rapidamente, ocorrendo a liberacio de seus componentes como
fragmentos da parede celular, 4cido lipoteicéico, dcido teicdico,
pneumolisina e peptidoglicano (MOOK-KANAMORI et al., 2011).
Estes componentes sdo altamente imunogénicos € podem ocasionar uma
resposta inflamatdria no hospedeiro, sendo conhecidos como padrdes
moleculares associados aos patégenos (PAMPs) (SELLNER et al.,
2010; BARICHELLO et al., 2012). Estes PAMPs sdo reconhecidos por
diferentes sensores do sistema imune inato, que € a resposta inicial do
hospedeiro aos microrganismos para impedir, controlar ou eliminar a
infec¢do. Estes sensores sdo chamados de receptores de reconhecimento
padrao (PRRs) (KOPPE et al, 2012). Os PRRs compreendem os
receptores Toll-like (TLRs), os receptores NOD-like (NLRs) e os
sensores de DNA (HANKE et al.,, 2011; KOPPE et al., 2012). Os
membros da familia de TLR descritos em humanos sdo 13, sendo
separados em duas grandes categorias: uma € expressa na superficie da
célula para o reconhecimento extracelular e a outra estd localizada no
compartimento endossomal para o reconhecimento de dcidos nucleicos
dos patégenos (HANAMSAGAR et al., 2012). As células da microglia
expressam todos os TLRs identificados até o momento, enquanto que os
astrécitos expressam TLRI1, TLR2, TLR3 e TLR9, os neurdnios
expressam TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 e os oligodendrécitos
expressam TLR2 e TLR3 (HANKE et al., 2011; 2012). Os TLR2 sao
ativados através de componentes da parede celular dos pneumococos, de
dcido lipoteicéico e de lipoproteinas; o TLR4 € ativado por
pneumolisina e o TLRY é ativado por DNA pneumocécico (HANKE et
al., 2011; KOPPE et al., 2012). Os TLR2, TLR4 e TLRY transduzem os
seus sinais através de uma proteina adaptadora intracelular comum
conhecida como fator de diferenciacio mieléide 88 (MyD88)
(KRONFOL et al., 2000; KOPPE et al., 2012). Além disso, a deficiéncia
dessa proteina adaptadora intracelular em criancas aumenta a
suscetibilidade as infec¢des pneumocdcicas invasivas, incluindo a
meningite (VON BERNUTHet al., 2008). O MyD88 interage com um
membro da familia de proteinas cinase, o receptor de IL-lassociado a
cinase-4 (IRAK4) (KAWAI et al., 2007; MOOK-KANAMORI et al.,
2011). Apés, ocorre a fosforilagcdo de IRAK4 e subsequentemente este
se dissociado MyD88 e interage com o fator-6 ativado por receptor de
fator de necrose tumoral (TRAF6) por via de sinalizacio (ADHIKARI et
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al., 2007). O TRAFG6 estimula o fator de crescimento transformador
ativado P cinase (TAK1), uma MAPKKK. O TAKI ativa o inibidor da
cinase de IkB (IKK), resultando na destruicio da IkB e,
subsequentemente, a ativagdo de NF-kB, resultando na translocacdo
nuclear de NF-kB (MALLEY et al., 2003; KENNETH et al., 2013). O
NF-kB compreende uma familia intimamente relacionada com fatores
de transcri¢do, que desempenham um papel essencial na expressdo de
genes envolvidos no desenvolvimento de células acessérias e
populacdes de leucdcitos e expressam muitas proteinas implicadas na
inflamagdo e na resposta imune (TATO et al.,, 2002). O NF-kB ¢é
também um ativador da transcricdo de vdrios genes implicados na
patogénese neuronal e na produgdo de citocinas e quimiocinas
(KOEDEL et al., 2000; KAWAI et al., 2007). Outros receptores
envolvidos no reconhecimento de S.pneumoniae pelo sistema imune
inato sao os NLRs. Os membros da familia de receptores intracelulares
consistem de inflamassomos formadores de proteinas (NLRP), NLRP1,
NLRP3 e NLRP6, que medeiam a montagem de complexos de
inflamassomos que conduzem 2 ativac¢do da procaspase-1. O segundo
grupo inclui membros de receptores de reconhecimento intracelulares,
tais como NOD1/CARD4 e NOD2/CARDI15, que medeiam a montagem
de complexos que ativam a MAPK e as vias de sinalizacdo de NF-kB.
Tais receptores t€m sido envolvidos na deteccdo da parede celular de
peptidoglicano (OPITZ et al., 2004; KERSSE et al.,, 2011). Os
inflamassomos (NLRP3) e ausente em melanoma 2 (AIM?2) sdo ativados
pela pneumolisina e por DNA bacteriano. Utilizam uma molécula
adaptadora, conhecida como proteina associada a apoptose (ASC), que é
um componente essencial de complexos proteicos multiméricos que
medeiam a inflamacio e a defesa do hospedeiro (PROELL et al., 2012).
O NLRP3 e a AIM2 medeiam a ativagdo da caspase-1 e, posteriormente,
a producdo de pré-IL-1p na meningite pneumocécica (SHOMA et al.,
2008). Além disso, a pneumolisina ativa o inflamassomo NLRP3 e
promove a produgdo de citocinas pro-inflamatérias de forma
independente da ativacdo do TLR4 (MCNEELA et al., 2010), conforme
figura 2.
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Figura 2 - Sistema imune inato na meningite pneumocdcica
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Fonte: Barichello et al. (2013).

1.7 A MIGRACAO DE LEUCOCITOS NA MENINGITE
PNEUMOCOCICA

Em resposta a producdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias e também a expressdo de moléculas coestimulatdrias, os
neutréfilos sanguineos migram para os locais de infeccdo. O sialyl-
Lewis™ sulfatado, regido de certas glicoproteinas presentes na superficie
dos leucdcitos, liga-se as proteinas selectina P e E nas células
endoteliais. Esta ligacdo torna-se mais forte quando o CXCL-8 liga-se
ao seu receptor especifico nos neutréfilos, induzindo a produgio da
integrina LFA-1 e CX3 (Mac-1). As citocinas inflamatdrias, tais como o
fator de necrose tumoral-o (TNF-a)) também sao necessdrias para induzir
a expressao de moléculas de adesdo ICAM-1 e ICAM-2. A ligacdo entre
as células endoteliais e as ICAM-1 permite a passagem de neutréfilos
em direcdo ao gradiente de concentracio de substancias quimioatraentes
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(CARLOS; HARLAN, 1994; HANNA; ETZIONI 2012), como
demonstrado na figura 3.

Figura 3 - Migracdo de leucdcitos na meningite pneumocdcica
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Fonte: Barichello et al. (2013).

Em estudos anteriores utilizando modelo animal de meningite
pneumocdcica, verificou-se que os niveis de TNF-a encontraram-se
aumentados principalmente nas primeiras 6 a 24h apdés a inducdo
(BARICHELLO et al., 2010a), e os pacientes com meningite bacteriana
também aumentaram seus niveis de TNF-o no LCR no inicio do curso
da doenga (BRIVET et al., 2005). Além disso, no tratamento da
meningite bacteriana, aproximadamente 90% da migracdo de leucdcitos
sdo granuldcitos neutrdfilos (POLFLIET et al.,, 2001). Entretanto, o
bloqueio da migracdo de leucdcitos para o sitio da inflamagdo aumenta
tanto a bacteremia no LCR quanto a letalidade da meningite
pneumocdcica experimental (BRANDT et al, 2005). Durante a
fagocitose, os patdgenos sdo internalizados no fagossomo, sendo
acidificados pela fusdo com o lisossomo, tornando-se entdo
fagolisossomo, como observado na figura 4.
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Figura 4 - Fagocitose na meningite pneumocdcica

1 \

——
—

A ™ , — \ ———
{
- T

Fagolisossomo

Lisossomo

® Fagossomo

]
0

.
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Espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) sdo
intensamente formadas durante este processo (KASTENBAUER et al.,
2002). Os macréfagos produtores de Oxido nitrico (NO), anion
superdxido (O,) e peréxido de hidrogénio (H,0,). O NO ¢é produzido
pela 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e o O, ¢ produzido pela
NADPH oxidase durante a respiracdo oxidativa. O O, e o NO podem
conduzir & formacdo de peroxinitrito (ONOQO") (KLEIN et al., 2006),
que é um forte oxidante que exerce efeitos citotoxicos em células
endoteliais e vasculares (SZABO, 2003). As reacdes quimicas e
enzimdticas produzem uma variedade de agentes quimiotdxicos. O O, ¢é
convertido pela enzima superéxido dismutase (SOD) a H,0,
(KASTENBAUER et al., 1999; KASTENBAUER et al., 2002). Assim,
o H,0, pode matar os microrganismos e também ser convertido pela
enzima mieloperoxidase, pesente em granul6citos, na presenca de Fe™
em hipoclorito (OCl) e em radicais hidroxila (OH), que sdo
microbicidas (KASTENBAUER et al., 1999; KASTENBAUER et al.,
2002; KLEIN et al., 2006).



39

1.8 DANOS NEURONAIS NO CONTEXTO DA INFECCAO
BACTERIANA DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL NA
MENINGITE PNEUMOCOCICA

A lesdo cerebral e a morte neuronal ndo sdo mediadas apenas pela
presenca de agentes patogénicos vidveis, ocorrendo também como uma
consequéncia da resposta imune do hospedeiro a componentes
bacterianos (SCHELD et al., 2002). Estes componentes ativam a
proteina tumoral supressora (pS3) e a ataxia telangiectasia mutada
(ATM) cinase, desencadeando a morte celular por via dependente de
caspase (MITCHELL et al., 2004). Os componentes da parede celular de
pneumococos liberados ativam a resposta imune do hospedeiro e um
grande nimero de polimorfonucleares sdo atraidos. A p53 e a ATM
dirigem-se para a mitocondria para iniciar a liberacdo de citocromo C,
que € necessario para formar o apoptossomo (Apaf-1) e ativar a caspase-
9, o que resulta na ativacdo da caspase-3 e, posteriormente, morte
celular MITCHELL et al., 2004).

O 4cido teicdico pode induzir a produgdo de TNF-a e de NO,
assim como, a expressdo de ICAM-1 (FREYER et al., 1999). O dano
mitocondrial causado pela pneumolisina e pelo H,O, conduz a liberagéo
do fator de indugdo de apoptose (AIF) para o citosol. O AIF induz a
apoptose através da via independente de caspase (BRAUN et al., 2002;
MITCHELI et al., 2004).

1.9 INFLUENCIA DA INFECCAO BACTERIANA NO EIXO
HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL

O eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HPA) € ativado durante
muitas infeccdes bacterianas e virais, resultando em um aumento dos
niveis circulantes de glicocorticéides. Esta ativacdo do eixo HPA e da
resposta dos glicocorticéides sdo cruciais para a sobrevivéncia do
hospedeiro (WEBSTER; STERNBERG, 2004).

Apés a infeccdo bacteriana, uma cascata de eventos, chamada de
"resposta de fase aguda", € iniciada. Esta inclui a inflamagdo local e
sisttmica resultando em febre, leucocitosee liberacdo de hormdnios,
com a fung@o de restabelecer a homeostase do hospedeiro prejudicada
pela infeccdo. Estas vias ativam mecanismos de sinalizacdo e liberagdo
de mediadores, principalmente citocinas, que medeiam as respostas
presentes na infec¢do (BIRON, 1994; Koj, 1996; VAN AMERSFOORT
et al., 2003).
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Os glicocorticdides adrenais regulam a resposta inflamatéria do
hospedeiro, minimizando o dano tecidual potencial (YOU et al., 2008).
Sabe-se que a ativacdo do eixo HPA, por estresse pode melhorar a
suscetibilidade a doengas infecciosas (BROWN et al., 1993,
BROWN;ZWILLING, 1994), e tem-se visto que a interrupg¢do do eixo
HPA com o bloqueio dos receptores de glicocorticéides pode aumentar
a gravidade ou a letalidade da infeccdo (WEBSTER; STERNBERG,
2004).

A comunicagdo bidirecional existente entre o cérebro e o sistema
imune, ocorre através da liberacdo de citocinas pelo sistema imune e sua
acdo no cérebro (MULLA; BUCKINGHAM, 1999). O cérebro responde
a essa sinalizacdo pela regulag¢do do sistema imune, em parte através da
acdo do eixo HPA com resultante liberacdo de glicocorticéides
(WEBSTER et al., 2002). Apds o estimulo inflamatdrio ou fisico, as
células do nudcleo do hipotdlamo paraventricular expressam a liberagio
do hormoénio corticotréfico (CRH) no sangue. Este, por sua vez,
estimula a glandula pituitdria anterior a liberar o hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) na corrente sanguinea. Nas glandulas
suprarrenais, o ACTH estimula a sintese e a liberacdo de
glicocorticéides, como o cortisol (WEBSTER et al., 2002).

A meningite também € conhecida por causar aumento no nivel do
hormoénio ACTH (RIORDAN et al., 1999; SAPOLSKY et al., 2000;
VANWOENSEI et al., 2001). Além disso, multiplas anormalidades
neuroenddcrinas aparecem em individuos com transtornos depressivos,
incluindo o aumento da secrecio do cortisol e da atenuacdo da supressao
do cortisol em resposta a dexametasona. Acredita-se que a hipersecrecio
de cortisol na depressdo resulta de alteragdes no eixo HPA (CARROLI
et al., 1981).

1.10 DOENCAS INFECCIOSAS E AS DOENCAS
NEUROPSIQUIATRICAS

A infec¢do neuronal provoca uma intensa resposta inflamatdria
no hospedeiro. Esta resposta € potencialmente fatal e contribui para o
desenvolvimento de sintomas neuroldgicos (SELLNER et al., 2010).

Estudos mostram que pacientes que tiveram meningite e que
apresentaram boa recuperagdo podem apresentar sequelas, e cerca de um
terco dos pacientes apresentam alteragdes cognitivas como dificuldades
de aprendizagem, cegueira, surdez, defici€ncias neuropsiquidtricas,
paralisia cerebral, eplepsia e retardo mental (HOOGMAN et al., 2007).
Além disso, pesquisas epidemioldgicas indicam que individuos com
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meningite durante a infancia tém um risco aumentado em 4,4 vezes para
desenvolver a esquizofrenia, e, um risco de 4,6 vezes para desenvolver
psicose na idade adulta, quando comparados com individuos que néo
apresentaram meningite na infancia (ABRAHAO et al., 2005).

Existem vdrios estudos que descrevem o envolvimento de
citocinas e do estresse oxidativo em transtornos comportamentais
(MARQUES et al., 2007; BRIETZKE et al., 2008). O sistema imune
pode sinalizar o SNC através da acéo de citocinas. Por exemplo, a IL-15
¢ capaz de induzir a diferenciacio de células progenitoras do
mesencéfalo em neurdnios dopaminérgicos (LING et al., 1998;
POTTER et al., 1999) e a IL-6 ¢ altamente eficaz na diminui¢do da
sobrevivéncia de neurdnios serotoninérgico fetal (JARSKOG et al.,
1997). As citocinas tém um papel importante na fisiopatologia de
infecgdes que ocorrem no cérebro, e estdo implicadas numa variedade
de doengas comuns, tais como os transtornos psiquidtricos (MARQUES
et al., 2007). O aumento das citocinas também pode estar associado com
o desenvolvimento de anedonia ou diminui¢do do interesse ou prazer,
que € um sintoma caracteristico de depressdo maior, esquizofrenia e
outros transtornos neuropsiquiatricos (JANICKI-DEVERTS et al., 2007;
DER- AVAKIAN et al., 2012).

1.11 ANEDONIA

A elucidagdo da imunologia do SNC pode oferecer novas
perspectivas sobre as causas de um numero de transtornos
neuropsiquidtricos, como a esquizofrenia e a depressdo (KRONFOL e
REMICK, 2000; SCHIEPERS et al., 2005). Uma das causas dos
transtornos de humor pode estar associada ao aumento de citocinas proé-
inflamatdrias, em particular o TNF-a (EVANS et al., 2005).

A anedonia, ou a diminui¢do da capacidade de experimentar o
prazer, representa um dos principais sintomas de depressdo (American
Psychiatric Association, 1994). Este sintoma pode ser um efeito direto
da atividade de citocinas pré-inflamatdrias por consequente supressao de
comportamentos geradores de prazer. Estes comportamentos
permitiriam a energia que seria direcionada para o processo metabdlico
para lutar contra a infeccdo (JANICKI-DEVERTS et al., 2007).

A anedonia pode ser pesquisada em modelos experimentais
utilizando ratos. O teste de preferéncia a sacarose, a qual avalia
essencialmente o apetite de um rato para uma substancia altamente
saborosa, tem sido amplamente utilizado para avaliar a anedonia em
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modelos de estresse cronicos leves de depressdo (WILLNER et al.,
1987; PAPP et al., 1991).

1.12 IMIPRAMINA

A imipramina também ¢é denominada por (dimetilamino-3-
propil)-5-iminodibenzil (SILVA, 2002). E um composto branco,
cristalino e muito solivel em dgua.

A imipramina € um antidepressivo triciclico, que afeta o humor,
inibindo a recaptacdo sindptica de norepinefrina e de serotonina
(GOLDMAN; AUSIELLO, 2009). A inibicdo da recaptacio destes
neurotransmissores aumenta a concentracio dos mesmos em contato
com o0s receptores, incrementando, assim, a atividade dos neurdnios pés-
sindpticos, diminuindo os sintomas da depressao (RANG et al., 2001;
SILVA, 2002).

A maioria dos farmacos antidepressivos produz um rdpido
aumento dos niveis sindpticos de norepinefrina e/ou serotonina. No
entanto, a melhora clinica normalmente leva de 3 a 4 semanas para
ocorrer (FRAZER; BENMANSOUR, 2002). Assim, 0 primeiro aumento
dos niveis de aminas biogénicas desencadeiam eventos, tais como a
estimulacdo do hipocampo e a neurogé€nese que, apds algum tempo,
conduzem a um efeito terapéutico. A maturacdo de neur6nios recém-
desenvolvidos também exige cerca de 3 a 4 semanas, e diferentes classes
de antidepressivos estimulam a proliferacdo de progenitores neuronais
(MALBERG et al., 2000; 2004; DUMAN, 2004) e¢ aumentam a
sobrevivéncia de neur6nios recém-desenvolvidos (WANG et al., 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da imipramina como tratamento coadjuvante na
meningite pneumocdcica para atenuar os sintomas semelhantes a
depressdo em ratos Wistar adultos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade motora e exploratéria de ratos Wistar
adultos induzidos a meningite pneumocdcica, tratados e ndo tratados
com imipramina;

¢ Avaliar o consumo de alimento doce em ratos Wistar adultos
induzidos a meningite pneumocdcica, tratados e ndo tratados com
imipramina;

e Avaliar o peso de ratos Wistar adultos induzidos & meningite
pneumocdcica, tratados e ndo tratados com imipramina;

e Avaliar o peso hipocampal e da glandula adrenal de ratos
Wistar adultos induzidos a meningite pneumocdcica, tratados e nao
tratados com imipramina;

¢ Quantificar os niveis dos hormonios corticosteréide e ACTH no
sangue de ratos Wistar adultos induzidos & meningite pneumocdcica,

tratados e ndo tratados com imipramina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Com base em estudos prévios em pacientes e estudos em modelos
animais, para uma diferenca de até 20% nos parimetros a serem
analisados entre os grupos, com uma variancia de no maximo 10% entre
as médias, calculou-se um tamanho de amostra de 10 animais por grupo
para os testes comportamentais e bioquimicos, para um erro alfa de 0,05
e um poder de 80%.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS, FARMACOS E TRATAMENTO

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais
contendo 10 animais em cada grupo, totalizando 40 animais. Os grupos
foram identificados por: (1) Grupo controle, (2) Grupo controle/
imipramina, (3) Grupo meningite, (4) Grupo meningite/imipramina. A
imipramina foi obtida da Novartis® Inddstria Farmacéutica (Brasil).

Apbs o procedimento de indugdo da meningite pneumocdcica,
todos os grupos receberam como “suporte basico” 2 mL/kg de solugio
salina e 18 horas apds a indugéo receberam 100 mg/kg de ceftriaxona a
cada 12h durante 7 dias (BARICHELLO et al., 2010b, c).

Os animais pertencentes ao grupo controle receberam por via
intraperitoneal, uma vez ao dia, soro fisiolégico. Os animais que faziam
parte do grupo de tratamento com o antidepressivo receberam por via
intraperitoneal, uma vez ao dia, a dose de imipramina equivalente a 10
mg/kg durante 14 dias (COMIM et al., 2010).

A imipramina foi administrada trés dias apds a indugdo da
meningite e 60 minutos antes do teste comportamental e do teste de
anedonia. Foi dissolvida em soro fisiolégico imediatamente antes da
injecdo intraperitoneal (COMIM et al., 2010). Os dias de tratamento
com os fadrmacos estdo representados na figura 5.
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Figura 5 - Representacdo dos dias de tratamento com farmacos e os dias
da realizag@o dos procedimentos experimentais

Teste de habituacdo ac campo aberto,
peso corporal e realizagédo de cultura do
LCR dos animais.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
3.3 PROTOCOLO PARA INDUCAO DA MENINGITE

A meningite pneumocdcica foi induzida em vinte ratos Wistar
adultos, machos, pesando entre 250 a 300g, provenientes do biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, Unesc. Todos os
procedimentos foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNESC, com niimero de protocolo 20/2010.

O S.pneumoniae foi cultivado durante a noite em caldo Todd-
Hewitt. Na manhd do experimento, as bactérias foram lavadas e
ressuspensas em NaCl 0,9% estéril (IRAZUZTA et al., 2001;
SELLNER et al., 2009). Os procedimentos cirtrgicos e a inoculagdo da
suspensdo bacteriana foram executados sob a anestesia que consistiu em
uma administracio intraperitoneal tnica de cloridrato de cetamina (6,6
mg/kg), cloridrato de xilazina (0,3 mg/kg).

A meningite foi induzida por inoculagdo da suspensdo de S.
pneumoniae (sorotipo III) na cisterna magna dos animais (IRAZUZTA
et al,, 2002). No primeiro dia, os animais foram submetidos a uma
puncdo na cisterna magna com uma agulha calibre nimero 23. A
posicdo da agulha foi verificada pelo fluxo livre do LCR cerebral
desobstruido. O LCR foi retirado e os animais receberam 10uL de
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solucdo salina estéril como controle ou um volume equivalente de
suspensdo de S.pneumoniae na concentracio de bactérias igual a 5x10°
UFC/mL (IRAZUZTA et al.,, 2002; IRAZUZTA et al., 2005). Ao
mesmo tempo da inoculacdo, os animais receberam subcutaneamente 2
mL de solucdo salina e analgésico (0,5 mL de buprenorfina a cada 24
horas) e apds retornaram para a sua caixa-moradia com alimento e dgua
ad libitum (IRAZUZTA et al., 2001; IRAZUZTA et al., 2002). Dezoito
horas apds a indug@o da meningite, foi realizada a confirmagdo e a
quantificacdo da concentracdo microbiana no LCR dos animais, através
da cultura de SuL de LCR, semeadas em placas de agar sangue de
carneiro 5% e incubadas a temperatura de 37°C durante 24 horas. Apés
dez dias da inducdo da meningite, foi realizada novamente a
confirmag@o e a quantificacdo da concentra¢do microbiana no LCR dos
grupos (IRAZUZTA et al., 2001; 2002; GRANDGIRARD et al.,
2007a,b; SURY et al., 2008).

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.4.1 Habituacao ao campo aberto

Dez dias apds inoculacdo da meningite, o teste de habituacdo ao
campo aberto foi realizado em uma caixa quadrada medindo 40 x 60 cm
delimitada por 4 paredes com 50cm de altura, sendo 3 paredes de
madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo aberto € dividido
em 12 quadrados iguais marcados por linhas pretas. Na sessao de treino,
os animais foram cuidadosamente colocados no quadrado do canto
posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual exploraram livremente o
ambiente por 5 minutos. Imediatamente apds o treino, os animais
voltaram para sua caixa-moradia. A sessdo de teste foi realizada 24
horas apds a sessdo de treino, na qual se repetiu 0 mesmo procedimento.
Os numeros de cruzamentos através das linhas pretas, que avaliou a
atividade motora e o niimero de levantamentos, que avaliou a atividade
exploratéria dos animais foram avaliados em ambas as sessdes
(VIANNA et al., 2000).

3.4.2 Teste de anedonia

Dez dias apés a indugdo da meningite pneumocdcica, foi avaliado
o consumode alimentos doces durante 7 dias (10° ao 17° dia),
representados na figura 5. Para isso, os animais foram colocados em um
aparato retangular medindo 40 cm x 15 cm x 20 cm com teto e paredes
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laterais de madeira e piso dividido em nove retdngulos iguais separados
por linhas pretas. Dez Froot Loops ®Kellogg’s ® (granulos de trigo,
amido de milho e sacarose) foram colocados em uma extremidade da
caixa. Os animais foram submetidos a cinco ensaios com duracdo de 3
minutos cada, uma vez por dia, durante 5 dias para se familiarizarem
com o alimento. Apés estarem habituados, os animais foram expostos a
dois testes com sessdes de 3 minutos cada, quando o numero de
granulos ingeridos foi avaliado. Este procedimento ocorreu no16° ao 17°
dia ap6s a indugdo da meningite pneumocdcica. O teste comportamental
foi realizado para avaliar o ndmero de vezes que o0s animais
atravessaram as linhas pretas da caixa, avaliado no 10° dia, para
determinar a atividade locomotora. Estas duas avaliacdes foram
realizadas com os animais submetidos ao jejum (durante um periodo de
22 horas antes da tarefa comportamental) (KATZ et al., 1981;
GAMARO et al., 2003).

3.5 PESO CORPORAL, GLANDULA ADRENAL E PESO DO
HIPOCAMPO

O peso corporal foi avaliado antes da inducdo da meningite, apds
10 dias da indug@o da meningite e apds 17 dias da indu¢do da meningite.
No 17° dia, apés o consumo de alimentos doces, os ratos foram
anestesiados com uma tnica administra¢do intraperitoneal de cloridrato
de cetamina (6,6 mg/kg), xilazina (0,3 mg/kg) e acepromazina (0,16
mg/kg) e, apés a anestesia, foram eutanasiados antes de recobrar a
consciéncia. O hipocampo e a glandula adrenal foram removidos e
pesados (KATZ et al.,, 1981; GAMARO et al., 2003; KRISHNAN;
NESTLER, 2008). O hipocampo e o coértex pré - frontal foram
armazenados a uma temperatura de - 80°C para a realizacdo dos testes
de avaliacdo dos niveis de TNF-a. A glandula adrenal e as demais
estruturas ndo utilizadas no experimento foram acomodadas em saco
branco leitoso, sendo transportadas por empresa contratada pela
universidade, para descarte como residuo infectante.

3.6 NIVEIS DOS HORMONIOS CORTICOSTEROIDE E
CORTISONA (ACTH) NO SANGUE

Apés os animais serem anestesiados, o sangue foi coletado e
retirado e o soro foi utilizado para avaliar os niveis de corticosterona e o
plasma para avaliar os niveis de ACTH (KATZ et al.,1981; GAMARO
et al., 2003). Os niveis de corticosterona foram determinados utilizando
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kits de imunoensaio enzimatico. As concentracdes séricas de ACTH
foram determinadas através de radio imuno ensaio, comercialmente
disponiveis em kits (ambos adquiridos da Diagnostic Products
Corporation®, LA, EUA). Ambas as analises foram realizadas em um
laboratdrio comercial que desconhecia as condi¢des experimentais.

3.7 AVALIACAO DOS NIVEIS DE TNF-a

O hipocampo e o cértex pré-frontal foram homogeneizados em
solucdo de extracdo contendo aprotinina (100mg de tecido por 1mL de
solucdo). O volume do LCR a partir de cada animal foi ajustado para
100ulL com solugdo de extragdo. A concentracio de TNF-a no
hipocampo e no cértex pré-frontal foi determinada utilizando o teste
ELISA, de acordo com as instrugdes do fabricante (DuoSet kits®, R&D
Systems, Minneapolis). Os resultados foram calculados como pg/100mg
de tecidos.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

O programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 15.0
foi utilizado para andlises estatisticas. Todos os dados foram
apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). As diferencas
entre os grupos experimentais foram determinadas por andlise de
varidncia (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey para ingestao
de alimentos doces, atividade locomotora, glandula adrenal, peso do
hipocampo, niveis de corticosterona e ACTH no hipocampo e nivel de
TNF-a no hipocampo e no cértex pré-frontal. Para o peso corporal foi
empregado o teste ¢ de Student para dados pareados, quando os dados
foram distribuidos normalmente. Valores de p< 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

Ap6s 10 dias da inducdo de meningite por S. pneumoniae foi
realizada cultura do LCR, apresentando-se negativa (dados ndo
mostrados). No teste de habituagdo ao campo aberto (figura 6), ndo foi
observada diferenca significativa no nimero de cruzamentos ou
levantamentos entre os grupos meningite e grupo controle (p>0,05).

Figura 6 - Teste de habituagdo ao campo aberto realizado 10 dias
apos a inducio da meningite por S. pneumoniae.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nenhuma diferenga significativa foi observada nos nidmeros de
cruzamentos e levantamentos na sessdo de habituac¢io entre os grupos
(teste t de Student).

Na figura 7, pode-se observar o efeito da meningite sobre o
consumo de alimento doce através do teste de anedonia. No grupo
meningite, a ingestdo de alimento doce diminuiu aproximadamente
60%, quando comparado ao grupo controle (p= 0, 029). O tratamento do
grupo meningite com imipramina reverteu a redu¢do do consumo de
alimento doce em aproximadamente 290% quando comparados ao
grupo meningite (p = 0,009).
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Figura 7 - Efeitos da meningite pneumocdcica no consumo de
alimentos doces no teste de anedonia.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados sdo apresentados como média + EPM de 10 ratos em
cada grupo. As diferencas entre os grupos experimentais foram
determinadas por ANOVA seguida pelo teste post hoc de Tukey.
**Estatisticamente significativo quando comparado com o grupo
meningite com p< 0,05.

A figura 8 ilustra os efeitos da meningite pneumocdcica sobre o
peso corporal, da glandula suprarrenal e do hipocampo nos animais.
Quanto ao peso corporal, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos (figura 8).
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Figura 8 - Efeitos da meningite pneumocdcica sobre o peso
corporal em ratos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As barras representam a média + EPM de 10 ratos. Os dados
foram analisados por meio do teste ¢ de Student para dados pareados,
quando os dados foram normalmente distribuidos.

Em relacdo ao peso da glandula suprarrenal e do hipocampo,
também ndo houve diferenca significativa entre os grupos avaliados
(figura 9, 10).

Figura 9 - Efeitos da meningite pneumocdcica sobre peso da
landula adrenal em ratos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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As barras representam a média £+ EPM de 10 ratos. A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo teste post hoc de
Tukey.

Figura 10 - Efeitos da meningite pneumocdcica sobre o peso
hipocampal em ratos.
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Fonte: Dados da pesquisadora.

As barras representam médias + EPM de 10 ratos. A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA seguida pelo teste post hoc de
Tukey.

Os niveis de corticosterona ¢ ACTH foram avaliados no grupo
controle, grupo meningite € grupo meningite/imipramina e estdo
apresentados nas figuras 11 e 12. O grupo meningite teve seus niveis de
corticosterona (p< 0,05) e de ACTH (p<0,05) aumentados quando
comparado ao grupo controle. O tratamento com imipramina preveniu o
aumento dos niveis de corticosterona (p<0,05) e ACTH, quando
comparados ao grupo meningite (p< 0,05).
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Figura 11 - Efeitos da meningite pneumocdcica sobre os niveis

de corticosterona em ratos.
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As barras representam a média + EPM de 10 ratos. As diferencas

entre os grupos experimentais foram determinadas por ANOVA seguida

pelo teste post hoc de Tukey.

*Estatisticamente significativo quando comparado com o grupo controle

com p<0,05.

**Estatisticamente significativa quando comparado com o grupo

meningite com p< 0,05.

Figura 12 - Efeitos da meningite pneumocdcica sobre os niveis de

ACTH em ratos.
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Fonte: Dados da pesquisadora.
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As barras representam a média + EPM de 10 ratos. As diferencas
entre grupos experimentais foram determinadas por ANOVA seguida
pelo teste post hoc de Tukey.

*Estatisticamente significativo quando comparado com o grupo controle
com p<0,05. ** Estatisticamente significativo quando comparado com o
grupo meningite com p<0,05.

No hipocampo, os niveis de TNF-o ndo foram alterados pela
inducdo da meningite pneumocdcica conforme mostrados na figura 12.
No entanto, estes niveis foram aumentados no cortex pré-frontal do
grupo meningite quando comparados com o grupo controle (p>0,05),
conforme apresentados na figura 13.

Figura 13 - Expressdo de TNF-a no hipocampo apds a inducio de
meningite por S. pneumoniae.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As concentra¢des de TNF-a foram obtidas 17 dias apds a indugéo
da meningite. O TNF-a foi avaliado por teste ELISA e os resultados sdo
apresentados em pg de citocinas/quimiocinas.
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Figura 14 - Expressdo de TNF-a no cértex pré-frontal apds a indugéo
da meningite por S. pneumoniae.
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As concentra¢des de TNF-a foram obtidas 17 dias apds a indugéo
de meningite. Os niveis de TNF-a foram avaliados por teste ELISA e os
resultados sdo mostrados.

*Estatisticamente significativo quando comparado com o grupo controle
e com o grupo controle + imipramina com p<0,05.
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5 DISCUSSAO

As doencas infecciosas podem desempenhar um papel importante
na etiologia dos distirbios neuropsiquidtricos (FERRANDO;
FREYBERG, 2008). Quando as bactérias invadem o espaco
subaracnéide, replicam-se rapidamente e simultaneamente liberam
componentes bacterianos, iniciando uma resposta que depende da
ativacdo do sistema imune do hospedeiro (COIMBRA et al., 2006). O
aumento das concentragdbes de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8,
metaloproteinases de matriz, NO e EROs (SELLNER et al., 2010) pode
causar danos ao hospedeiro, tais como cegueira, surdez, déficits de
aprendizagem e distdrbios neuropsiquidtricos. Além disso, varios
estudos evidenciam o papel potencial das citocinas na patogenia da
depressio (BRIETZKE; KAPCZINSKI, 2008). Pacientes que
apresentaram depressdo parecem ter ativado vias inflamatérias, com um
aumento de citocinas pré-inflamatérias, proteinas de fase aguda,
aumento da expressdo de quimiocinas e de moléculas de adesdo
(RAISON et al., 2006; KIM et al., 2007; YANG et al., 2007). A doenca
infecciosa pode provocar alteragdes psicoldgicas e comportamentais
geralmente nado especificas, incluindo fadiga e mal-estar, incapacidade
de concentragdo e anedonia (JANICKI-DEVERTS et al., 2007).

Foi demonstrado neste estudo que os ratos sobreviventes a
meningite pneumocdcica apresentam anedonia, como demonstrado no
teste de ingestdo de alimento doce. Em estudos anteriores, verificou-se
que os animais submetidos a meningite pneumocdcica apresentaram
comportamento semelhante a depressio, como evidenciado pelo teste de
nado forcado, e sintomas semelhantes a ansiedade, observados no
testedo labirinto em cruz elevada (BARICHELLO et al., 2010c). Além
disso, os niveis de TNF-a no cértex pré-frontal persistiram por até 10
dias apds inducdo da meningite pneumocdcica (BARICHELLO et al.,
2010b). Neste estudo, verificou-se que o nivel de TNF-o. manteve-se
elevado até o 17° dia no cértex pré-frontal apds inducdo da meningite
pneumocdcica. Por outro lado, a utilizacdo da imipramina reverteu o
nivelde TNF-a nesta estrutura cerebral.

Sammut et al. (2001) verificaram que a inoculagdo intraperitoneal
de citocinas exdgenas em ratos produzem mudangas comportamentais
consistentes, tais como a supressdo do consumo de alimentos doces
(SAMMUT et al., 2001). No entanto, no presente estudo verificou-se
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que a utilizagdo de imipramina, um antidepressivo cldssico, reverteu os
sintomas de anedonia e diminuiu os niveis de corticosterona e ACTH
em ratos submetidos & meningite pneumocdcica. O uso de imipramina
também ndo alterou o peso da glandula adrenal, do hipocampo e do
corpo dos animais. Comim e coautores (2010) mostraram que a
utilizacdo da imipramina diminuiu os sintomas semelhantes a depressao
e também os niveis de ACTH e cortisol em animais sobreviventes a
sepse (COMIM et al., 2010).

Neste trabalho também foi observado um aumento no nivel de
ACTH em ratos que sobreviveram a meningite pneumococica. Em outro
estudo, utilizando modelo animal de depressdao, os niveis de
corticosterona aumentaram no plasma e o tratamento com a imipramina
diminuiu a proliferacdo e a sobrevivéncia de células no giro dentado
hipocampal (KITAMURA et al.,, 2011). Sabe-se que a meningite
pneumocdcica também ocasiona apoptose na regido do giro denteado
hipocampal em modelo animal (BIFRARE et al., 2003) e em pacientes
que morreram de meningite (NAU et al., 1999). A apoptose neuronal no
hipocampo estd associada a disfuncdo da memdria e de aprendizagem
em sobreviventes de meningite (NAU et al., 1999; BRANDT, 2010).

Embora os glicocorticéides inibam muitas citocinas pré-
inflamatdrias, que sdo também responsdveis pelo dano neuronal na
meningite, eles aumentam a expressdo de, pelo menos, um mediador
pré-inflamatério potente, o fator inibidor de macréfagos (MIF)
(BERNHAGEN et al., 1994). O MIF € uma citocina pré-inflamatdria,
que leva a producio de IL-8, IL-1B, TNF-a. e NO (BOZZA et al., 1999),
além de ser um mediador neuroenddcrino que pode ter um papel no
tratamento da meningite pneumocécica (GELDHOFF et al., 2009). As
citocinas foram implicadas na patogénese de transtornos de humor;
alguns estudos indicam uma clara associac@o entre os niveis de citocinas
pré-inflamatérias e os sintomas psiquidtricos (MIKOVA et al., 2001;
KASTER et al., 2012). As maiores concentragdes de receptores de TNF-
a no cérebro sdo encontradas em algumas regides envolvidas na resposta
aos antidepressivos e ao funcionamento cognitivo como o hipotialamo,
hipocampo e cortex cerebral (BOKA et al., 1994; KHAIROVA et al.,
2009). O aumento dos niveis de citocinas pode ser relevante em
comportamento depressivo, por diversas razdes. Um dos mecanismos
investigados para os efeitos prejudiciais de citocinas pré-inflamatérias
sobre este comportamento € a sua capacidade para modular a
neurogénese. Por exemplo, o TNF-o tem uma atividade antiproliferativa
em células progenitoras neuronais através da via de receptores TNF-R1
(p55) (IOSIF et al., 2006). Por outro lado, os antidepressivos promovem
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a proliferacdo e a sobrevivéncia das células progenitoras neuronais
(HAN et al., 2011). Em segundo lugar, as citocinas pré-inflamatdrias
podem induzir a indoleamina-2,3-dioxigenase, enzima responsavel por
catalisar o limite de velocidade da reacdo da sintese de quinurenina a
partir do triptofano proveniente da dieta (SCHROCKSNADEL et al.,
20006). A ativagdo desta via enzimatica degrada o triptofano, reduzindo a
sua disponibilidade para a sintese da serotonina. A via das quinureninas
origina metabdlitos com propriedades neurotdxicas que podem
contribuir para os danos ao hipocampo (WICHERS et al., 2005). Vale
ressaltar que a ativacdo do eixo HPA apds a meningite envolve a
liberag@o citocinas pré-inflamatérias, ACTH e glicocorticéides. Este
dltimo também tem potentes propriedades antineurogénicas (WICHERS
et al., 2005). Em modelo animal, a administracdo de TNF-a induziu um
espectro de sintomas como anorexia, diminui¢io do comportamento
social e da atividade locomotora e a ativacio do eixo HPA (BLUTHE et
al., 2000), este efeito depressivo foi prevenido com o tratamento com a
imipramina (KASTER et al., 2012). Coletivamente, esses sintomas sio
conhecidos como “doenga do comportamento”e sdo muito semelhantes a
alguns dos sintomas encontrados em pacientes depressivos (DANTZER,
2004, 2009).

5.1 CONCLUSAO

A meningite pneumocdcica é uma doenca grave. A interface entre
a complexa rede de producdo de citocinas, quimiocinas, oxidantes e
outros mediadores inflamatérios pode agravar a doenga. O modelo
animal de meningite € uma boa ferramenta para estudar os mecanismos
envolvidos no dano cognitivo ocasionado pela doenca. Embora seja
dificil extrapolar os resultados obtidos para a condi¢do humana, estes
resultados corroboram a hipdtese de que sobreviventes a meningite
pneumocdcica  podem  apresentar  sintomas  comportamentais
semelhantes a anedonia e alteracdes no eixo HPA. Assim, a utilizacdo
da imipramina pode prevenir estes sintomas e inibir o aumento dos
niveis hormonais em animais submetidos & meningite pneumocdcica.
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