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RESUMO

A meningite pneumocécica é uma grave infecgado do sistema nervoso central (SNC)
com alto indice de mortalidade e de morbidade em todo o mundo. O Streptococcus
pneumoniae tem diversos mecanismos de viruléncia que o permite invadir o SNC e,
ao alcangar o liquido cefalorraquidiano (LCR), induzir uma robusta resposta
imunoldgica no hospedeiro. A cascata inflamatéria que se desencadeia aumenta a
permeabilidade da barreira hematoencefalica levando a pleocitose e inflamacéo.
Apesar dos avangos terapéuticos, a meningite pneumocotcica € associada a
comprometimento neuroldgico persistente em grande parte dos sobreviventes.
Sabe-se que infeccbes graves tém potencial de gerar disfungdo no microbioma
intestinal. Alteracbes da homeostase do eixo microbiota-intestino-cérebro sao
associadas a maior vulnerabilidade as infecgdes, bem como, per se, a disfuncéo
neurologica. Neste estudo foram avaliadas alteragdes intestinais, parémetros
comportamentais e parametros inflamatorios apds modelo de meningite
pneumocdcica experimental em ratos Wistar adultos. Os animais receberam injegcao
na cisterna magna de 10 pL de suspensao de S. pneumoniae no grupo meningite ou
solugéo salina estéril para o grupo controle. Dez dias ap6s a indugdo do modelo
experimental, foram realizados os testes comportamentais de habituacdo ao campo
aberto, reconhecimento de objetos novos e esquiva inibitéria. Apds os testes, os
animais foram eutanasiados e retiradas as estruturas cerebrais, hipocampo e cértex
pré-frontal, para analises de citocinas, e porgdes intestinais, para avaliagcdo do
comprimento das Vvilosidades e profundidade das criptas intestinais. Como
resultados, o grupo meningite apresentou aumento nos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias, IL-18 e TNF-a, no cértex pré-frontal 10 dias apds a infecgdo. Embora
livres de infecgdo, na avaliagdo intestinal observou-se dano significativo nas
vilosidades e criptas intestinais dos animais do grupo meningite. Ainda, foram
verificados prejuizo de parametros comportamentais no grupo meningite, com
prejuizo da memoria de habituacdo, memdria de reconhecimento e memdria
aversiva. Diante dos resultados alcangados, sugere-se que a meningite pode alterar

a homeostasia do eixo cérebro-intestino levando a danos cognitivos de longo prazo.

Palavras-chave: meningite pneumocécica, alteragédo intestinal, neuroinflamacgéo,

dano cognitivo.



ABSTRACT

Pneumococcal meningitis is a severe infection of the central nervous system (CNS)
with a high mortality and morbidity rate worldwide. Streptococcus pneumoniae has
several virulence mechanisms that allow it to invade the CNS and, reaching the
cerebrospinal fluid (CSF), induce a robust immune response in the host. The
triggered inflammatory cascade increases the blood-brain barrier's permeability,
leading to pleocytosis and inflammation. Despite therapeutic advances,
pneumococcal meningitis is associated with persistent neurological impairment in a
large proportion of survivors. It is known that severe infections have the potential to
generate dysfunction in the intestinal microbiome. Changes in the homeostasis of the
microbiota-gut-brain axis are associated with greater vulnerability to infections and,
per se, neurological dysfunction. This study evaluated intestinal changes, behavioral
parameters, and inflammatory parameters after an experimental pneumococcal
meningitis model was used in adult Wistar rats. The animals received an injection
into the cisterna magna of 10 yL of S. pneumoniae suspension in the meningitis
group or sterile saline solution for the control group. Ten days after the induction of
the experimental model, behavioural tests of habituation to the open field, recognition
of new objects and inhibitory avoidance were carried out. After the tests, the animals
were euthanized, and the brain structures, hippocampus and prefrontal cortex were
removed for cytokine analysis and intestinal portions to evaluate the length of the villi
and depth of the intestinal crypts. As a result, the meningitis group showed increased
levels of pro-inflammatory cytokines, IL-18 e TNF-q, in the prefrontal cortex ten days
after infection. Although free of infection, in the intestinal evaluation, significant
damage was observed in the villi and intestinal crypts of the animals in the meningitis
group. Furthermore, impairment of behavioral parameters was observed in the
meningitis group, with impairment of habituation memory, recognition memory and
aversive memory. Given the results achieved, it is suggested that meningitis can alter

the homeostasis of the brain-gut axis, leading to long-term cognitive damage.

Keywords: pneumococcal meningitis, intestinal microbiota, neuroinflammation,

cognitive impairment.
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INTRODUGAO

A meningite é conhecida desde a antiguidade, com relatos de Hipdcrates
e Galeno. A primeira descricdo detalhada data de 1661, por Thomas Willis em “A
Description of an Epidemical Fever’ (Schreiber e Mathys, 1991). Hoje € definida
como um processo inflamatério das membranas leptomeningeas, principalmente da
aracnoide e da pia-mater, que envolvem o encéfalo e a medula espinhal, bem como
0 espaco subaracnoideo (Costerus et al., 2017). A doencga pode ser decorrente de
agentes infecciosos incluindo virus, bactérias, fungos, prions, protozoarios ou
helmintos, ou n&o infecciosos, como doengas autoimunes, farmacos/vacinas,
neoplasias ou traumatismo cranio encefalico (Ellis et al., 2019). As meningites de
origem infecciosa, principalmente as causadas por virus e bactérias, sdo as mais
importantes do ponto se vista de saude publica, pela magnitude de sua ocorréncia e
pelo potencial de produzir surtos e epidemias (Thigpen et al., 2011). Dentre estas, a
meningite causada por infecgdo bacteriana tende a ser a mais grave, com alta taxa
de letalidade. Os principais agentes etioldgicos causadores da meningite bacteriana
sdo o Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis e o Haemophilus influenzae
(Bijlsma et al., 2016).

O S. pneumoniae é um diplococo Gram-positivo encapsulado com 0,5 a
1,2 ym de didmetro (Figura 1). A capsula bacteriana do pneumooco é um importante
fator de viruléncia, sendo a base da classificagdo dos mais de 90 sorotipos
conhecidos desta bactéria (Fitzgerald e Waterer, 2019). O pneumococo € comensal
da nasofaringe humana e, em individuos predispostos, pode levar a doengas graves,

dentre elas a meningite pneumocécica (Henriques-Normark e Tuomanen, 2013).



13

£ £ %
3
o ! -~
- WL, b
h"‘l-‘-& 3
: '""'«m‘
a = £
- I\
. LR B
s L ) -u“ l‘
- k\.
ol £ B
S . -
(N
-
i

Figura 1 - S. pneumoniae - Coloragdo de Gram e crescimento em agar sangue. Gram de amostra
clinica (lavado broncoalveolar) de S. pneumoniae apresentando morfologia classica de diplococos
Gram positivos (lado esquerdo). No lado direito, a figura mostra morfologia das colénias apds cultura
em agar sangue (Murray, 2014).

A meningite pneumocédcica € umas das mais complexas e graves
infeccdes do sistema nervoso central (SNC). Tipicamente, os pacientes apresentam
sinais de infecgdo superpostos a evidéncia clinica de irritagdo meningea e
comprometimento neurolégico, como cefaleia, fotofobia, irritabilidade, embotamento
da consciéncia e rigidez da nuca (Sigfrid et al.,, 2019). Apesar dos avangos
terapéuticos, a intensa resposta inflamatéria desencadeada no hospedeiro é
associada a alteragdes neuropsiquiatricas persistentes em grande parte dos
sobreviventes (Lucas et al., 2016). Estudos apontam que aproximadamente 50% dos
sobreviventes apresentam algum tipo de sequela, como convulsdes, cegueira, perda
auditiva, deficiéncia motora, prejuizo na memaria e aprendizado além de patologias

psiquiatricas (Ellis et al., 2019).

1.1. EPIDEMIOLOGIA

A meningite bacteriana tem distribuicdo universal. Entretanto sua
expressao epidemiologica € determinada com base nas variaveis de regido,
patdgeno, clima e caracteristicas do hospedeiro. A incidéncia varia grandemente
entre os paises, com énfase na existéncia de aglomerados populacionais, nas
caracteristicas socioecondmicas da populagédo e na cobertura vacinal (Acevedo et
al., 2019). A Escherichia coli e S. agalactiae causam cerca de 35% dos casos de

meningite neonatal de inicio precoce e, fora do periodo neonatal, o S. pneumoniae
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(72%) e a Neisseria meningitidis (11%) sado os patdégenos mais prevalentes nas
meningites bacterianas. Os grupos etarios mais vulneraveis sdo criangas menores
de cinco anos e adultos maiores de 60 anos de idade. Imunodeficiéncias,
desnutricdio e outras comorbidades s&o fatores que também aumentam a
vulnerabilidade (Mcintyre et al., 2012; Hasbun, 2022).

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), estima-se que, em
todo o mundo, mais de 5 milhdes de pessoas sdo acometidas pela meningite
anualmente e destas, 1,2 milhdo tem etiologia bacteriana. Anualmente, a meningite
bacteriana causa aproximadamente 318.000 mortes em todo o mundo (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 80 por 100.000 individuos por ano em paises
de baixa e média renda (Hasbun, 2019). 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 neurolégicos focais, incluindo
hemiparesia, neuropatias cranianas, perda auditiva e comprometimento da memdéria
variam de 9,4% na Europa a 25% na Africa (Hasbun, 2019).

No Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS), através do Programa
Nacional de Imunizagéao, disponibiliza vacinas contra os principais patégenos, como
a Triplice Viral (contra os virus da caxumba, rubéola e sarampo), a BCG (contra a
meningite tuberculosa), a penta valente (contra o H. influenza), a meningocdcica C e
ACWY (contra as doengas meningocdcicas) € a pneumocécica 10-valente e 23-
valente (contra a meningite pneumocdcica). Apesar disto, de acordo com o Ministério
da Saude, a taxa de incidéncia no Brasil é 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 (SINAN), figura 2. A meningite viral é a mais frequente
(121.955 casos), seguida pela etiologia bacteriana (87.993 casos). Destas, as mais
frequentes foram: meningites por outras bactérias (40.801 casos); meningite
meningocaocica (26.436 casos); meningite pneumocdcica (14.132 casos); meningite
tuberculosa (4.916 casos) e meningite por H. influenza (1.708 casos). E importante
destacar que houve uma parcela significativa de notificagcbes sem a identificacdo do
agente etiolégico (43.061 casos de meningite ndo especificada, 10.464 casos de
meningite por outras etiologias e 2.171 com etiologia ignorada/em branco) o que

sugere uma evidente subnotificagdo de todas as outras causas (SINAN).
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Figura 2 - Numero de casos de meningite por pneumococo no Brasil por estado de 2009 a 2018.
Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informagéo de Agravos de Notificagdo - SINAN Net.
(Silva et. al; 2021).

il

No estado de Santa Catarina, foram confirmados 891 casos de meningite
em 2018, 970 em 2019, 379 em 2020, 358 em 2021, 399 em 2022 e 812 em 2023
(SINAN). A reducéo no numero de casos confirmados de meningite no estado entre
os anos de 2020 a 2022 pode estar associada as medidas de distanciamento social,
uso de mascara e higiene das maos, em decorréncia da pandemia de doenca de
coronarvirus 19 (COVID-19). Com o relaxamento destas medidas de cuidado,
voltamos a apresentar uma crescente nos casos de meningite a partir de 2023. Em
2023, Santa Catarina notificou 69 casos de meningite pneumocécica no estado com
letalidade de 42% (SINAN).

4.2.1 FISIOPATOLOGIA DA MENINGITE PNEUMOCOCICA

O S. pneumoniae é um importante residente comensal da nasofaringe
humana, onde geralmente leva a colonizagdo assintomatica. Esse patdégeno é
transmitido principalmente através de tosse e espirros, e € mais facilmente
encontrado entre criangas pequenas, onde coloniza cerca de 37% dos individuos,

podendo este numero atingir até 58% das criangas em situagbes de aglomeracéo,



16

como creches (Bijlsma et al., 2016). Em adultos, a aglomeragao também pode levar
ao aumento de colonizados, especificamente em hospitais, instituicdes de longa
permanéncia, abrigos e prisdes, onde foram relatados 40% de colonizados, em
comparagao com 4 a 15% na populacgdo adulta geral (Van De Beek et al., 2016).

Para promover um estado patoldgico, a bactéria deve ter mecanismos de
viruléncia suficientemente eficazes para suplantar outros patégenos que colonizam o
mesmo nhicho, atravessar as barreiras naturais da mucosa respiratoria, escapar do
sistema imunoldgico do hospedeiro, aderir e adentrar ao epitélio local (Mcgill et al.,
2016).

O pneumococo é uma bactéria encapsulada, o que confere muitas
caracteristicas protetoras e de viruléncia. A capsula polissacaridica do pneumococo
repele o muco diminuindo a probabilidade de aprisionamento (Nelson et al., 2007),
além de servir como escudo contra sua opsonizagao (Koedel et al., 2010). A capsula
pneumocdcica realiza um processo chamado variagdo de fase (Li-Korotky et al.,
2008), onde a quantidade de polissacarideo na capsula varia de opaca (capsula
grossa) a transparente (capsula fina), cobrindo ou expondo os sitios de ligacdo na
superficie do pneumococo, respectivamente (Weiser et al., 1994)

Os mecanismos conhecidos de adeséo e transmigragao epitelial do S.
pneumoniae sao através da fosforilcolina pneumocdécica (ChoP) e da proteina de
ligacdo a colina pneumocdcica (PspC). No primeiro, a ChoP pode se ligar ao
receptor de fator de ativagdo de plaquetas (PAFR) em células epiteliais entrando na
via de reciclagem deste, que transporta a bactéria para a membrana basal da célula
epitelial hospedeira (Radin et al., 2005). O segundo mecanismo envolve a ligacao
PspC com o receptor epitelial polimérico de imunoglobulina (plgR) usando a via de
reciclagem do plgR, analoga para a via do PAFR, para ser transportado entre as
membranas apicais e basais da célula epitelial (Mook-Kanamori et al., 2011). A
migracao inter ou pericelular sdo outras possibilidades onde as bactérias podem
atravessar as camadas de células epiteliais ou endoteliais (Pancholi et al., 2003). A
partir de entdo, o S. pneumoniae é capaz de alcangar a circulagdo sanguinea
(Somand e Meurer, 2009).

A invasao bacteriana no SNC ocorre com o avanco do patdégeno pelo
endotélio da barreira hematoencefalica (BHE). A adesao inicial parece ser mediada
pela ligagédo da proteina A de superficie de pneumococos (PspA) aos receptores de

laminina expressos em células endoteliais do cérebro, que promove aumento do
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PAFR na superficie endotelial (Orihuela et al., 2009). O pneumococo pode
transmigrar a BHE através da interacdo entre a ChoP com o PAFR, permitindo-lhe
atravessar da corrente sanguinea para o liquido cefalorraquidiano (LCR). Também
pode alcangar o espago subaracnoideo pela via paracelular por disfuncido da
integridade da BHE. Alcancando o LCR, as bactérias encontram um local com
poucas defesas do hospedeiro e multiplicam-se rapidamente. Com o aumento da
densidade bacteriana, os pneumococos atingem a fase de crescimento estacionaria
e realizam autdlise, em resposta a condi¢cdes de estresse e privagdo de nutrientes,
além da lise decorrente de tratamentos farmacoldgicos (Mook-Kanamori et al., 2011).

A lise bacteriana leva a liberagdo de componentes bacterianos altamente
imunogénicos, conhecidos como padrdes moleculares associados a patdogenos
(PAMPs), como o acido lipoteicdico, peptidioglicano, DNA e fragmentos da parede
celular (Mook-Kanamori et al., 2011; Van De Beek et al., 2016). Estes PAMPs sdo
reconhecidos pelas células apresentadoras de antigenos através da ligagdo aos
receptores de reconhecimento de padrées (PRRs), incluindo os receptores do tipo
Toll-like (TLRs) (Van De Beek et al., 2016), iniciando a sinalizag&o intracelular que
resulta na liberacdo do fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF-kB) (Koedel et al.,
2000; Costerus et al., 2017). O NF-kB se desloca para o nucleo da célula onde se
liga ao DNA promovendo a expressdao génica de moléculas pro-inflamatodrias,
induzindo uma cascata de reacdes inflamatdérias mediadas principalmente pelas
citocinas fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL) - 18 e IL-6 (Koedel
et al., 2000).

O TNF-q, IL-1B e IL-6, considerados as principais citocinas de resposta
precoce, estimulam a expressdo de quimiocinas e moléculas de adesado, que
desempenham um papel importante no influxo de leucdcitos da circulagdo para o
LCR (Heckenberg et al.,, 2014). Em consequéncia a produgdo de citocinas,
leucdcitos polimorfonucleares sédo atraidos e ativados e, grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio (ERO) sédo produzidas aumentando a permeabilidade
da BHE (Kastenbauer et al., 2002). As células gliais, endoteliais, ependimais e
macrofagos residentes no cérebro podem produzir citocinas e moléculas pro-
inflamatoérias em resposta a replicagdo e componentes bacterianos (Moreillon e
Majcherczyk, 2003).

Esses eventos inflamatdrios retroalimentam-se em um ciclo vicioso entre

o estresse oxidativo e inflamacao (Somand e Meurer, 2009), conforme demonstrado
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na figura 3, e podem causar danos cerebrais como edema cerebral, aumento da
pressao intracraniana, hipoxemia, além de problemas trombéticos e vasculite com a
lesdo neuronal e repercussoes locais ou difusas, muitas vezes irreversiveis (Brandt,
2010; Engelen-Lee et al., 2016).
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Figura 3. Principais etapas patogénicas da meningite pneumocdcica. A meningite bacteriana se
desenvolve quando os patdgenos atingem o espaco subaracnoideo preenchido pelo LCR. Ha autdlise
ou lise bacteriana induzida pelo hospedeiro ou antibiéticos com liberagéo de diversos PAMPs. A sua
presenca € reconhecida por células imunocompetentes residentes por meio de receptores de
reconhecimento de padrdes. O acido lipoteicoide (LTA), a pneumolisina (Ply) e o DNA sao
reconhecidos por TLR1/2, TLR4 e TRLY9, respectivamente. Essas interagbes resultam na ativagao da
enzima caspase 1 (Casp1), que catalisa a conversdo da pro-forma de citocinas da familia IL-1 na
molécula ativa e de fatores de transcricdo, como fator nuclear-kB (NF-kB). Ha produgéo de diversos
fatores pro-inflamatérios como as IL-1B3, IL-6 e TNF-a. Ha pleocitose, exagerando e perpetuando a
inflamacéo. Produtos citotoxicos, incluindo espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas
de nitrogénio (ERN), danificam o tecido hospedeiro e as células lesadas, por sua vez, liberam os
chamados DAMPs, incluindo a proteina 14 relacionada com mieloides (MRP14) e a caixa de grupo de
alta mobilidade 1 (HMGB1), que pode alimentar a inflamagéao interagindo com receptores, como TLR4
e receptor para produtos finais de glicagdo avancada (RAGE). Ocorre vasculite e vasoespasmo,
causando hipoperfusdo cerebral e isquemia, além de edema cerebral, hemorragia cerebral e
trombose, piorando a perfusdo e oxigenagao tecidual. (Adaptado de Costerus et al., 2017 e de Van
De Beek et al., 2021).

1.3. COMPROMETIMENTO NEUROLOGICO NA MENINGITE

As principais caracteristicas histopatoldégicas da meningite bacteriana sao
a turbidez do LCR e, por vezes, com exsudato evidente dentro das leptomeninges
sobre a superficie do cérebro (Mook-Kanamori et al., 2011). Ha extensa inflamacéao

granulocitica nos espagos subaracnoide e ventricular com significativo dano
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neuronal, afetando principalmente o cortex cerebral e o hipocampo. A apoptose
neuronal no hipocampo representa o principal processo neuropatoldgico responsavel
pelo prejuizo cognitivo em sobreviventes da meningite bacteriana, estando o dano
hipocampal relacionado aos processos de memoria (Weisfelt et al., 2006).

Alguns autores demonstraram que a meningite bacteriana esta associada
a efeitos danosos a plasticidade neuronal, representados por redu¢ao da densidade
de células neuronais no cortex pré-frontal e hipocampo. Lesdes nestas estruturas
sdo conhecidas por levar a disturbios de orientagdo e causar prejuizos em tarefas
complexas (Mogensen et al., 2005). As sequelas sdo notadas em aproximadamente
50% dos sobreviventes, incluindo graves disturbios neurolégicos e neuropsicolégicos
(Zelano e Westman, 2020), sendo inclusive evidenciada associagdao com doencas
psiquiatricas e doengas neurodegenerativas (Chen et al., 2016).

Sobreviventes de meningite bacteriana sao cinco vezes mais propensos a
desenvolver transtornos mentais, entre eles o retardo mental (Christie et al., 2017).
Os impactos funcionais, psicologicos, sociais e econdmicos das sequelas
neurolodgicas apos a meningite podem ser devastadores para pacientes, familias e
comunidades. As sequelas neuroldgicas estdo presentes mesmo em paises
desenvolvidos com boa cobertura vacinal e disponibilidade de tratamentos
adequados ou entre aqueles pacientes considerados como tendo feito uma boa
recuperacédo da meningite bacteriana (Kloek et al., 2020).

As complicag¢des de curto prazo mais comuns sao a hidrocefalia, abcesso
intracraniano e edema cerebral (Adil et al., 2021). As sequelas tardias mais
presentes sao a perda auditiva, déficits cerebrais focais e convulsdes (Lucas et al.,
2016). Lactentes com meningite tem circunferéncia encefalica menor, quociente de
inteligéncia (QI) mais baixo e linguagem atrasada em comparagdo com criangas
controle (Baker et al., 1996). Criangas acometidas pela meningite apresentam,
também, prejuizo no desenvolvimento da habilidade de leitura, alteragdes
comportamentais e resultados significativamente piores nas avaliagbes de
inteligéncia e habilidades neuropsicolégicas de alto nivel, como habilidades
organizacionais, resolugdo de problemas, fluéncia verbal e capacidade mental
(Grimwood et al., 2000).

As criangas sobreviventes da meningite apresentam probabilidade 3
vezes maior de apresentar deficiéncia grave como perda auditiva, convulsdes,

déficits motores e prejuizo cognitivo quando comparadas a um grupo controle
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comunitario (Edmond et al., 2010). Mesmo as criangas que sao sobreviventes
aparentemente saudaveis da doenca, mostraram atrasos no desenvolvimento e

problemas na capacidade cognitiva (Dezfouli e Khosravi, 2020).

1.4. EIXO MICROBIOTA-INTESTINO-CEREBRO

Ha muito se sabe que o intestino humano é habitat de microrganismos
comensais. Porém apenas recentemente comegou-se a perceber a extraordinaria
complexidade desta simbiose. O conceito de “eixo microbiota-intestino-cérebro” se
refere a interacdo entre o sistema entérico, sua microbiota e o SNC (Chang et al.,
2022). A microbiota intestinal € um ecossistema composto por mais de 100 trilhdes
de células microbianas (Ley et al., 2008) chegando a proporgéao de até 10 bactérias
para cada célula humana. Além de apresentar um conteudo gendmico contendo 100
vezes mais genes do que o genoma humano (Thursby e Juge, 2017; Douglas et al.,
2020).

A microbiota intestinal € formada desde os primeiros estagios da vida
embrionaria (Codagnone et al.,, 2019) e é composta principalmente por bactérias,
virus, arqueobactérias e fungos. Esta microbiota compde um ecossistema
importante com aproximadamente 1000 a 5000 diferentes espécies, com 99% das
bactérias variando entre os filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e
Actinobacteria (Cryan et al., 2019). Esta composi¢ao varia conforme a idade, uso de
farmacos, patologias, habitos dietéticos, estresse e fatores genéticos, conforme

destacado na figura 4 (Slyepchenko et al., 2017).
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Figura 4 - Microbiota humana: inicio e formacao ao longo das fases da vida e perturbagdes. O grafico
fornece uma visao global da abundancia relativa dos principais filos da composigcdo da microbiota
humana em diferentes fases da vida. Medido por RNA 16S ou abordagens metagendmicas (DNA).
(Adaptado de Ottman et al., 2012).

A microbiota intestinal possui uma interagdo complexa com o hospedeiro.
Faz uma primeira barreira na defesa do trato intestinal contra a colonizagao por
patdgenos por exclusdao competitiva e producdo de bacteriocinas (Guarner e
Malagelada, 2003). Apresenta fungbes protetoras indiretas auxiliando na integridade
da mucosa intestinal, estimulando o crescimento e diferenciacdo das células
epiteliais, além de ser fundamental para o desenvolvimento e homeostase do
sistema imunoldgico (Guarner e Malagelada, 2003). Tem papel essencial envolvendo
digestdo e absorgédo da dieta, especialmente na fermentacéo dos carboidratos nao
digeriveis, dando origem a metabdlitos importantes, incluindo os acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), como acetato, propionato e butirato (Koh et al., 2016; Morrison
e Preston, 2016).

Outros produtos importantes sdo os metabdlitos do triptofano, também
produzidos pela microbiota comensal que atuam como agonistas do receptor de
hidrocarbonetos de arila (AHR), incluindo acido indol-3-acético, indol-3-acetaldeido,
indol-3-aldeido, triptamina e 3-metilindol (Rothhammer et al., 2016; Gutierrez-

Vazquez e Quintana, 2018). Esses metabdlitos podem atravessar a BHE e ativar os
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AHR em astrocitos e micréglia. Uma vez ativado, este receptor suprime a ativagao
do NF-kB, evitando a produgéo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias (Dokalis
e Prinz, 2019).

O eixo microbiota-intestino-cérebro é constituido por vias de comunicacao
bidirecionais complexas compostas pelo sistema nervoso periférico (em especial, o
nervo vago e sistema nervoso entérico), sistema imunoldgico, sistema
neuroendocrino e pelo sistema circulatério (Doifode et al., 2021). Ha evidéncias de
que a microflora intestinal influencia fortemente a arquitetura e fungdo cerebral
durante todo o ciclo de vida do hospedeiro (Margolis et al., 2021; Honarpisheh et al.,
2022).

O trato gastrointestinal possui muitas células imunes e se mantém em
comunicagado com as celulas microbianas que habitam o intestino delgado e grosso,
representado pela figura 5 (Cryan et al., 2019). O sistema imunoldgico intestinal
mantém tolerancia aos microrganismos comensais e imunidade contra agentes
patogénicos. No entanto, o desequilibrio entre o sistema imunolégico do hospedeiro
e a microbiota modula a inflamacdo e pode contribuir para diversas doengas. Os
PAMPs sao reconhecidos por PRRs e desencadeiam cascatas de sinalizacdo que
ativam fatores de transcricdo e promovem a producdo de mediadores pro-
inflamatoérios (Kumar et al., 2013; Heckenberg et al., 2014). Essa resposta
inflamatéria pode aumentar a permeabilidade intestinal, contribuindo para
translocagcdo de componentes bacterianos e outras substancias para a corrente
sanguinea, causando uma reacgdo inflamatéria que leva a um aumento da
permeabilidade da BHE, desencadeando a ativacao de astrocitos e microglias (Ma et
al., 2019).

A relagdo entre o eixo microbiota-intestino-cérebro e doencgas
neuropsiquiatricas, bem como o declinio cognitivo estd em fase exploratéria, mas
diversos estudos tém demonstrado que esta relacdo existe e pode ser significativa
(Doifode et al., 2021; Generoso et al., 2021; Chang et al., 2022).
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Figura 5 - Comunicagéo entre a microbiota intestinal e o cérebro. Os AGCC, auxiliam na regulagdo da
permeabilidade da BHE aumentando a expressao de claudina e ocludina aumentando a forga das
jungbes e consequentemente diminuindo a permeabilidade da BHE. Também atravessam a BHE e
estimular a maturagdo e homeostase das células microgliais, inclusive bloqueando fatores de
transcrigao pro inflamatérios. Os metabdlitos do triptofano atravessam a BHE e agem como agonistas
do AHR em astrécitos e na microglia, suprimindo a ativagdo do NF-kB e evitando a producgéo de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatdrias. Promovem também o aumento da expresséo do TGF-a, que

atua nos astrocitos suprimindo suas atividades pré-inflamatérias (Barichello, 2020).
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1.5.  JUSTIFICATIVA

Apesar dos avangos nos cuidados de saude e na vacinagido as taxas de
mortalidade por meningite pneumocdcica continuam altas. Um numero consideravel
de sobreviventes apresenta sequelas cognitivas, incluindo prejuizo de aprendizagem
e perda de memoria. No entanto, os mecanismos bioldgicos que desencadeiam
essas alteragbes cognitivas apos meningite bacteriana ndo s&o totalmente
elucidados. Assim, estudos envolvendo o eixo microbiota-intestino-cérebro, que tem
sido implicado na patogénese de diversas doengas neuropsiquiatricas, sao de
extrema importancia para tentar explicar possiveis mecanismos adicionais
envolvidos nas alteragbes cognitivas pos-meningite. Com esse trabalho busca-se
aperfeicoar o conhecimento para preveng¢ao de sequelas e melhora na qualidade

vida dos pacientes acometidos por essa grave infecgao.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar alteragbes comportamentais, parametros inflamatérios encefalicos e

alteragdes histoldgicas intestinais pos meningite pneumocdcica experimental.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a memoria e aprendizagem em ratos Wistar adultos 10 dias apds
modelo de meningite por S. pneumoniae.

. Avaliar os niveis de citocinas (TNFa, IL-1B, IL-6 e IL10) no hipocampo e
cortex pré-frontal de ratos Wistar adultos 10 dias apds inducdo do modelo de
meningite pneumocadcica experimental.

. Avaliar o comprimento das vilosidades e profundidade das criptas do ilieo de
ratos Wistar adultos 10 dias apds indugdo do modelo experimental de meningite

pneumocdcica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. LOCAL DE REALIZAGAO DA PESQUISA

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

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNESC, sob o protocolo 73/2022 (Anexo A). Sendo assim, todos os
cuidados para evitar ou minimizar o sofrimento dos animais durante os experimentos

foram adotados.

3.2. DESENHO DO ESTUDO

3.2.1. Microrganismo infectante para indugao de meningite

A cepa do sorotipo lll de S. pneumoniae foi cultivada em 5 mL de meio de
cultura Todd Hewitt Broth®. Entao, foi diluida em meio fresco e cultivada até a fase
logaritmica. No dia do experimento, a cultura foi centrifugada por 10 minutos a 1200
rotacbes por minuto (rpm) e ressuspensa em solugdo salina estéril até a
concentragdo de 5 x 10° unidades formadoras de col6nias (UFC) (Barichello et al.,
2012).

3.2.2. Modelo animal de meningite

Para esse projeto, foram utilizados 46 ratos Wistar (Rattus norvegicus)
machos, com 60 dias de vida, pesando entre 200 e 250g, obtidos na colbénia de
reproducdo do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Os
animais foram devidamente anestesiados com administragao intraperitoneal (i.p.) de
cetamina (6,6 mg/kg) e xilazina (0,3 mg/kg). Em seguida, foi inoculado na cisterna
magna do animal 10 yL de solugdo com 5 x 10° UFC/ml de S. pneumoniae (grupo
meningite) ou 10 pL de solugéo salina estéril (grupo controle). Imediatamente apos a

indugdo da meningite, os animais receberam reposi¢ao volémica e retornaram para
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suas gaiolas. Em 18 horas apds a indugdo, os animais foram novamente
anestesiados para a confirmagao da meningite com coleta de 5 yL de LCR que foi
incubado a 35 °C com 5% de CO? em agar sangue de ovelha (Barichello et al.,
2012). Apos esse procedimento, os animais receberam tratamento com o

antimicrobiano ceftriaxona (100 mg/kg i.p.), duas vezes ao dia, por 7 dias.

3.2.3. Desenho experimental

Para responder os objetivos propostos, os animais foram divididos em 2
grupos experimentais: meningite (n = 26, eram necessarios 20 animais vivos, assim
foi considerado 30% de mortalidade (Barichello et al., 2013), por isso o acréscimo de
06 ratos) e controle (n = 20). Dez dias apds a indugdo da meningite, foram
realizados os testes comportamentais de habituagdo ao campo aberto,
reconhecimento de objetos novos e esquiva inibitoéria. Para o teste comportamental
de habituagdo ao campo aberto e reconhecimento de objetos novos, foram utilizados
0s mesmos animais (grupo controle = 10 e grupo meningite = 10). Para o teste de
esquiva inibitéria, outros 20 animais (grupo controle = 10 e grupo meningite = 10).
Essa divisdo foi necessaria em fungao de que o teste de esquiva inibitéria € um teste
mais invasivo, onde € o animal é exposto a um choque, podendo alterar outros tipos
de comportamento. Logo apds os testes comportamentais, os animais foram
anestesiados e eutanasiados por decapitagdo para coleta das estruturas cerebrais
hipocampo e cortex pré-frontal para analises de mediadores inflamatérios, e ileo
para comprimento das vilosidades e profundidade das criptas intestinais (figura 6 e
7).
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3.3. TESTES COMPORTAMENTAIS

3.3.1. Teste de habituagao a campo aberto

Neste teste, o animal foi avaliado no aparato de campo aberto, a fim de
avaliar as atividades locomotoras e exploratérias, figura 8. O aparelho mede 40 cm
por 60 cm de campo aberto cercado por 50 cm de paredes feitas de madeira com
um vidro frontal. O piso é dividido em 9 retangulos marcados por linhas pretas (figura
8). Na sesséo treino, os animais foram gentilmente colocados no quadrante posterior
esquerdo e, em seguida, deixados sozinhos para explorar a arena por 5 minutos.
Apos isso, foram devolvidos as suas caixas e em 24 horas submetidos a uma nova
sessdo (teste). Durante os 5 minutos de exploragdo, todas as vezes que o animal
cruzou os quadrantes (cruzamentos) ou se apoiou com as patas traseiras,
levantando as dianteiras (levantamentos, demonstrando atividade exploratéria)
foram contabilizadas. A diminuicdo do numero de cruzamentos e levantamentos
entre as duas sessdes foi tomada como uma medida de retencdo de memdria de

habituacao (Vianna et al., 2000).
~ 24h

Figura 8 - Teste de habituagdo ao campo aberto. Fonte: Generoso, 2017.

3.3.2. Teste de reconhecimento de objetos

Neste teste foi avaliado a memodria de reconhecimento (figura 9).
Primeiramente foi realizada a sessao treino, onde o animal foi cuidadosamente
colocado no quadrante posterior esquerdo do aparelho, no qual explorara o
ambiente por 5 minutos, servindo como habituagdo do animal ao novo ambiente. No
segundo dia os animais foram recolocados no aparato, no qual havia dois objetos

iguais (forma, tamanho e cor iguais), foi contabilizado o tempo que o animal explorou
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cada objeto (A e B). No dia seguinte (24 horas apés) foi avaliada a memodria de longa
duragéao, onde realizou-se 0 mesmo procedimento, trocando o objeto B pelo objeto C
(diferente do objeto A), registrando-se, assim, o tempo de exploragao gasto em cada
objeto (De Lima et al., 2005).

Figura 9- Teste de reconhecimento de objetos novos. Fonte: Generoso, 2017.

3.3.3. Esquiva inibitéria

O teste de esquiva inibitdria foi realizado em um aparato que consiste em
uma caixa de acrilico medindo 50 x 25 x 25 cm (Albarsch, Porto Alegre, Brasil), cujo
piso € formado por barras paralelas de acgo inoxidavel (didmetro de 1 mm)
espacadas em uma distancia de 1 cm (figura 10). Uma plataforma com 7 cm de
largura e 2,5 cm de comprimento foi colocada junto a parede esquerda do aparelho.
Na sessao treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e o tempo que
estes levaram para descer sobre as grades com as quatro patas foi contabilizado.
Imediatamente apds tocarem com as quatro patas na grade, os animais receberam
um choque de 0,3 mA durante 2 segundos e voltaram a sua gaiola de origem. A
sessao teste foi realizada 24 h apds a sessao treino. Na sessao de teste, o animal
foi novamente colocado na plataforma e o tempo que ele levou para descer
(laténcia) foi medido, porém nao foi aplicado o choque. A laténcia € um parametro
classico de retengcao de memoria. A figura 10 exemplifica o teste de esquiva inibitéria

que avalia a memoria aversiva do animal (Bernabeu et al., 1997).
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Figura 10 - Teste esquiva inibitéria. Fonte: Generoso, 2017.

3.4. NIVEIS DE CITOCINAS

As concentragcdes das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 foram
determinadas no hipocampo e cértex pré-frontal, por kits ELISA, de acordo com as
recomendagdes do fabricante. As amostras foram homogeneizadas em tampéo PBS
contendo triton 0,1% e inibidor de protease (50 mM - Roche AG, Basileia, Suiga) e,
em seguida, centrifugadas (13000 rpm a 4 °C durante 20 min). O sobrenadante foi
recolhido e realizou-se a quantificacdo de proteina pelo kit de ensaio de proteina
BCA (Thermo Scientific, EUA). O ensaio de ELISA foi realizado de acordo com as
instrucdes do fabricante e a leitura foi realizada na leitora de microplacas
(SPECTRAMAX, Molecular Devices, USA). Os niveis de proteina estédo

apresentados em pg/mg de proteina total (Lowry et al., 1951).

3.5. ANALISE HISTOLOGICA INTESTINAL

Amostras para histologia (ileo) foram removidas e colocadas em formalina
tamponada neutra para fixacdo e cortes corados com hematoxilina-eosina de 5
microns de espessura foram preparados apés inclusdo em parafina e
processamento histolégico. Os cortes histoldgicos foram avaliados por microscopia
de luz padrdo. As medidas do comprimento das vilosidades intestinais e da
profundidade das criptas foram realizadas usando o software NIS Br e feitas a partir
de fotomicrografias tiradas com ampliagcado de 100x em microscopio invertido Nikon

Ti-U eclipse (Nikon, Téquio, Japao) (Giridharan et al., 2022).
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3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk e para homogeneidade usando o teste de Levene. Para os dados
normais e homogeneidade de variancia confirmada, foi utilizado testes paramétricos;
quando os dados ndo cumpriram estas condigcdes, foram utilizados os testes nao-
parameétricos.

Os dados da tarefa de habituagcdo ao campo aberto foram relatados como
média + EPM, e as comparacgdes dentre os grupos foram feitas utilizando-se o teste t
de Student pareado. Dados do teste de reconhecimento de objetos e esquiva
inibitoria foram realizados pelo teste U-Mann-Whitney. As comparagdes dentro dos
grupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon. Para as demais analises, os dados
estdo apresentados como média e desvio padrdo e analisados pelo teste t de
Student nao pareado. Os resultados estatisticamente significativos estao indicados
por p < 0,05. As analises foram realizadas por meio do software Statistical Package
for the Social Science (SPSS) verséo 20.0.

3.7. CONSIDERACOES ETICAS

Os animais foram alojados no Biotério da Universidade em local fresco e
arejado onde ficaram mantidos em um ciclo 12 horas claro/escuro, a uma
temperatura de 23 °C £ 1°C, com alimento e agua sempre disponiveis, mantidos
cinco individuos por gaiola (medidas: 41 cm x 34 cm x 16 cm) até o final de cada
experimento, em que foi realizada a morte por decapitagdo com guilhotina sob
anestesia.

O uso dos animais seguiu os Principios de Cuidados de Animais de
Laboratério (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unidos da América, publicagcdo numero 85-23, revisade em 1996) e os
Principios do Colégio de Experimentagao Animal. O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Uso de Animais da UNESC sob o protocolo 73/2022 (Anexo A).
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4, RESULTADOS

A figura 11 representa dados do teste de habituagdo ao campo aberto. Os
animais do grupo controle apresentaram uma reducgao significativa no nimero de
cruzamentos e levantamentos na sesséo teste quando comparada a sessao treino (p
< 0.05), demonstrando que a memdéria de habituagcdo estava preservada nesses
animais. Entretanto, o grupo meningite nao apresentou diferenga estatistica
significativa entre as sessdes treino e teste em ambos os pardmetros avaliados
(cruzamentos e levantamentos) (p > 0.05), demonstrando comprometimento da

memoria de habituagdo nesse grupo.
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Figura 11. Teste de habituacdo a campo aberto em ratos Wistar adultos 10 dias apds indugéo de
meningite pneumocécica. Os dados foram relatados como média £+ EPM, de 10 animais por grupo e
as comparacgbes dentre os grupos realizadas com teste t de Student pareado. *p < 0.05 indicam
significancia estatistica entre as sessoes treino e teste.

No teste de reconhecimento de novos objetivos, figura 12, € possivel
observar que 24 horas apds a sessao treino, os animais do grupo controle utilizaram
mais tempo para o reconhecimento do novo objeto na sesséao teste, o que indica que
esses animais apresentaram memoria de longo prazo (p < 0,05). Entretanto no
grupo meningite ndo houve diferengca no indice de reconhecimento entres as
sessoes treino e teste, demonstrando mesmo tempo de exploragdo ao novo objeto e

indicando uma redug¢ao na memoéria dos animais.
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Figura 12. Teste de reconhecimento de novos objetos em ratos Wistar adultos 10 dias apds indugéo
de meningite pneumocécica. Os dados foram apresentados como mediana e intervalo interquartil de
10 animais por grupo e as comparagdes entre os grupos foram analisadas utilizando-se o teste U
Mann-Whitney. As comparagdes dentro de cada grupo foram realizadas pelo teste de Wilcoxon. *p <
0.05 indicam significancia estatistica entre as sessbes treino e teste.

O teste comportamento de esquiva inibitéria € apresentado na figura 13.
Os dados demonstram preservagdo na memoria aversiva dos animais do grupo
controle, evidenciada pelo aumento no tempo de permanéncia no aparato, durante o
teste quando comparado ao treino (p < 0,05). No grupo meningite ndo houve
diferenca no tempo de laténcia entre a sessdo treino e teste, demonstrando
comprometimento da memdria aversiva (p > 0,05). Isso indica prejuizo na retengao

da memodria previamente adquirida no treino.
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Figura 13. Teste de esquiva inibitoria 10 dias apds a indugédo da meningite por S. pneumoniae. Dados
do teste de esquiva inibitéria foram apresentados como mediana e intervalo interquartil, de 10 animais
por grupo e as comparagdes entre os grupos foram analisadas utilizando-se o teste U Mann-Whitney.
O simbolo *p < 0,05 indica diferenca estatisticamente significativa quando comparado a sessao treino.
Fonte: autores.
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A figura 14 apresenta os niveis das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10
nas estruturas cerebrais, hipocampo e cértex pré-frontal, de ratos Wistar adultos
apos 10 dias da indugdo da meningite por S. pneumoniae. Houve aumento dos
niveis TNF-a (A) e IL-1B (B) no cortex pré-frontal do grupo meningite em
comparagao ao grupo controle (p < 0,05). Nao foram observadas alteracbes dos
niveis de citocinas no hipocampo (p > 0,05). Além disso, ndo houve alteragées nas

dosagens de IL-6 (C) e IL-10 (D) em nenhuma das estruturas analisadas (p > 0.05).
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Figura 14. Avaliagado dos niveis de TNF-a (A), IL-1B (B), IL-6 (C), e IL-10 (D) no hipocampo e cortex
pré-frontal de ratos Wistar adultos 10 dias apds submetidos a meningite pneumocécica. Os dados
foram apresentados como média e desvio padrao e analisados pelo teste t de Student ndao pareado.
*diferenca estatistica comparado ao grupo controle. Fonte: autores.

Na figura 15 sao apresentadas imagens histoldgicas intestinais de ratos
Wistar adultos apés 10 dias da inducdo da meningite por S. pneumoniae. Nas
imagens foram avaliados os comprimentos das vilosidades e a profundidade das
criptas do ileo (A e B), que se demonstraram diminuidas no grupo meningite em

comparagao ao grupo controle (p < 0,05) (C e D), sugerindo alteragao intestinal.
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Figura 15. Histologia intestinal com hematoxilina e eosina (A e B), profundidade das criptas (C) e
comprimento das vilosidades (D) demonstram que houve diminuicdo 10 dias apds a meningite
pneumococica (barra de escala = 100 um; ampliagdo, x 100). Os resultados sdo expressos como
média + EPM para n=4 ratos. *p < 0,05 indica diferenga estatistica comparado ao grupo controle.
Fonte: autores.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a memoéria e aprendizagem, o0s niveis de
citocinas (TNFa, IL-1B, IL-6 e IL10) no hipocampo e cértex pré-frontal, além da
histologia intestinal com caracterizagao das vilosidades e criptas em modelo animal
de meningite bacteriana.

Os animais do grupo meningite apresentaram alteragées nos niveis de
citocinas proé-inflamatérias no cortex pré-frontal 10 dias apds a infecgdo. Embora
livres de infecgcdo, na avaliagdo intestinal observou-se dano estrutural significativo
nas vilosidades e criptas intestinais dos animais do grupo meningite. Ainda, foram
verificados prejuizo de parametros comportamentais nas memorias de habituagao,
aversiva e de reconhecimento, através dos testes de campo aberto, esquiva
inibitoria e reconhecimento de novos objetos, no grupo meningite. Sugere-se ainda
que a meningite pode alterar a homeostasia do eixo cérebro-intestino.

O processo fisiopatolégico da meningite bacteriana é similar na maioria
dos casos, com a colonizagdo de vias aéreas superiores e posterior acometimento
da corrente sanguinea, que culmina na migragao das cepas ao SNC (Weight et al.,
2019, Tuomanen, 2020). Apds a colonizacgdo, a resposta da defesa imunoldgica do
hospedeiro ao S. pneumoniae atua como responsavel por gerar danos as estruturas
cerebrais, onde o patégeno é imediatamente confrontado e atacado pelo sistema
complemento que exacerba a resposta inflamatoria (Braun et al., 1999, Ramos-
Sevillano et al., 2011). A fisiopatologia do acometimento neuronal esta diretamente
ligada a resposta inflamatéria excessiva dos neutroéfilos que tem sido associada ao
aumento da lesdao do SNC, caracterizada por edema vasogénico pronunciado,
vasculite, hemorragias cerebrais e escores clinicos mais altos (Koedel et al., 2009).

Os pneumococos usam diversos fatores de viruléncia para iniciar a
ligacdo as células endoteliais do cérebro humano e adentrar na BHE, como a
neuraminidase A e a adesina do pilus-1 pneumocécico, RrgA, importantes para a
conexao com moléculas de adeséo celular, como a endotelial plaquetaria (PECAM-
1) (Herold et al., 2019). Outro fator de viruléncia do S. pneumoniae é a pneumolisina,
que desempenha um papel importante na indugao da expressao da proteina ligadora

de CERB (CBP), um coativador de transcricéo, relacionado a liberagdo de TNF-a e
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IL-6, que possui correlagdo ao aumento da permeabilidade da BHE através da
exacerbacao da apoptose celular tanto in vivo quanto in vitro (Chen et al., 2019).

Ao invadir as meninges, o patégeno induz com rapidez uma inflamagao
mediada pelo sistema imune inato, presente no LCR, devido a liberacdo de
componentes imunogénicos das bactérias, reconhecidos pelos PRRs (lovino et al.,
2013). Dentre os PRRs mais importantes se destacam os membros da familia de
receptores do tipo TLR e o NOD2, pertencente a familia dos receptores do tipo NOD
(NLRs). O TLR2 reconhece a parede celular, lipoproteinas e o acido lipoteicdico,
enquanto o TLR4 detecta a pneumolisina e o TLR9 detecta o DNA bacteriano,
liberado durante a autdlise (Mook-Kanamori et al.,, 2011, Koppe, Suttorp, Opitz,
2012).

O sistema imune do SNC torna-se crucial para localizar as cepas e
promover a resposta imunolégica, por meio da sintese de moléculas pré e anti-
inflamatdrias. No espago subaracndideo, ocorre a liberagdo de IL-1j3, IL-8, IL-6 e
TNF-a, sendo responsaveis exacerbar a resposta imune e gerar mais mediadores
inflamatorios (Yekani, Memar, 2023, Pedemonte et al., 2006, Shukla et al., 2022).
Niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-183, IFN-y, IL-2, IL-6 e
IL-12, citocinas anti-inflamatdrias (IL-10 e TGF-B) e quimiocinas como CXCL8 (IL-8),
CCL3 (MIP-1a) e CCL2 (MCP-1) foram descritas no LCR de pacientes acometidos
pelo pneumococo (Coutinho et al., 2013).

Em um estudo realizado com modelo experimental agudo de meningite,
com ratos Wistar, verificou-se que os niveis de TNF-a se mostraram aumentados
apos 6 horas de indugcdo, em hipocampo e cortex pré-frontal. No decorrer de 24
horas os niveis de IL-13 e IL-6 apresentaram-se aumentados no cortex pré-frontal.
No hipocampo, ndo foram identificadas alteragdes no mesmo intervalo de tempo
(Barichello et al., 2010). Na avaliagdo dos niveis de citocinas 10 dias apds a
induc&o, modelo animal similar ao utilizado nesse estudo, evidenciou-se aumento de
TNF-a e IL-1B na regido do cortex pré-frontal (Giridharan et al., 2021).

Em um estudo mais recente que avaliou a resposta aguda (24 horas) e
tardia (10 dias), os niveis das citocinas TNF-q, IL-1p3, IL-6, e IL-18 demonstraram-se
aumentados em comparagao ao grupo controle em modelo agudo. Ainda, verificou-
se que apos 10 dias os niveis TNF-q, IL-1[3, e IL-18 permaneceram aumentados no
hipocampo e cértex pré-frontal no grupo meningite quando comparado ao grupo

controle. Os autores utilizaram um inibidor especifico de NLRP3 (MCC950) que
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resultou em diminuicdo dos niveis de TNF-a, IL-13 e IL-18 em relagdo ao grupo
meningite. Entretanto, apresentaram niveis elevados de IL-10, demonstrando
resposta anti-inflamatoria (Generoso et al.,, 2023). Similarmente aos resultados
descritos anteriormente, nesse estudo os niveis de TNF-a e IL-18 estiveram
aumentados apos 10 dias do modelo experimental, em regido de cortex pré-frontal,
sugerindo uma suscetibilidade dessa area. Na avaliagado de pacientes de 2 a 6 dias
de internacado, os niveis de citocinas IL-1B e IL-18 estavam envolvidos com o
progresso de complicagdes sistémicas e prognaostico ruim (Geldhoff et al., 2013). Os
niveis aumentados dessas citocinas podem correlacionar-se a gravidade da leséo e
dano cognitivo de longo prazo (Barichello et al., 2013a, Barichello et al., 2013b).

A manutencao de niveis elevados de TNF-a foram descritos dias apds o
inicio do processo infeccioso, demonstrando uma correlagdo com déficits na funcéo
cognitiva e na depresséo (Thomas et al., 2005). Da mesma forma que o TNF-q, a IL-
18 atua como importante mediador da resposta inflamatéria aguda, e sua ligagao
aos seus receptores ativa o NF-kB, crucial para sinalizagdo inflamatdria
remanescente (Liechti et al., 2015), sendo dependente do inflamassoma NLRP3,
que controla a ativagao da caspase-1, necessaria para a maturacéo das citocinas IL-
1B e IL-18, aumentando o processo inflamatério (Liu, Mi, Wang, 2013).

A respeito da microbiota intestinal e o funcionamento ideal da funcao
cerebral, existem interacbes complexas, com vias de mao dupla entre o SNC e o
intestino, chamado eixo microbiota-intestino-cérebro, mediado pelo nervo vago e
sistema nervoso autdbnomo (Sharon et al., 2016). O nervo vago é ativado pelas
secrec¢des de moléculas sinalizadoras que modulam o sistema imunoldgico ativando
por transdugdo o cérebro. O ideal funcionamento da micréglia do SNC depende
diretamente dos produtos metabdlicos do microbioma intestinal saudavel (Doifode et
al., 2021).

Existem trilhdes de microrganismos habitando o interior do corpo humano,
no microbioma intestinal. Essa nomenclatura é consideravelmente usada de forma
permutavel com microbiota, mas a diferenga se da pela inclusdo de genes e
genomas que se somam ao enigmatico ecossistema microbiano (Thomas et al.,
2005). Muito além do metabolismo essencial que gera nutricdo e digestdo, a
presenca de fungdes de protegdo contra invasdes de patdogenos, a microbiota
intestinal desempenha um papel de trofismo, importantissimo para crescimento e

diferenciacdo de células epiteliais que regula o equilibrio correto do sistema
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imunolégico (Chen, Xu, Chen, 2021). No SNC, a microbiota também é responsavel
pela sincronizagao funcional do SNC e pela parte comportamental que liga o sistema
intestinal e o cérebro, através da sinalizagdo metabdlica, neuronal, imunoldgica e
endocrina (Doifode et al., 2021, Jain, Madkan, Patil, 2023).

Nesse estudo, avaliou-se a estrutura do tecido intestinal através de cortes
histolégicos com caracterizagao das vilosidades e criptas intestinais dos animais e
observou-se dano significativo do grupo meningite quando comparado ao controle. A
arquitetura intestinal € diretamente influenciada pela microbiota local, estando a
disbiose fortemente relacionada as modificacbes na altura dos vilos e profundidade
das criptas. No geral, a maior altura dos vilos estd associada a uma boa
diferenciacdo e saude da mucosa intestinal (Jeurissen et al., 2002). Estudos
demonstram que a microbiota altera o neurodesenvolvimento do hipocampo
(Ogbonnaya et al.,, 2015). Corroborando com os resultados desse estudo, um
modelo animal de sepse que avaliou a permeabilidade intestinal identificou
resultados semelhantes, através de uma diminuigdo no comprimento das vilosidades
e profundidade das criptas, diminuicdo na diversidade e abundancia da microbiota e
uma reducdo nos metabdlitos primarios dos AGCC produzidos pela microbiota,
sugerindo fortemente uma disbiose intestinal (Giridharan et al., 2022).

O microbioma intestinal e os AGCCs estdo intimamente associados a
neuroinflamacdo em pacientes com encefalopatia associada a sepse (EAS), bem
como imunidade, fungdo da BHE e metabolismo energético (Wu et al., 2021), e
alteragdes nos componentes dos AGCC via administragdo direta ou intervencdes
dietéticas podem ser uma abordagem promissora futura (Zhang et al., 2023). Em
modelo animal de EAS foi verificado que camundongos apresentaram niveis mais
baixos de AGCC, especialmente acetato e propionato, houve ainda uma diminui¢cao
significativa de bactérias produtoras desses metabdtilos, incluindo Allobaculum,
Bacteroides e Bifidobacterium. Apdés a administracdo de AGCC, observou-se que o
efeito neuroprotetor deste contribuiu para a recuperagao cognitiva em camundongos
(Liao et al., 2022).

Estudos experimentais em modelos animais tém apoiado ainda mais a
funcdo dos microbios intestinais em condi¢gdes neurolégicas em que camundongos
livres de patdgenos, comparados com criados tradicionalmente, apresentam
neuroinflamacédo reduzida e fungdo cognitiva melhorada (Roy Sarkar, Banerjee,

2019). Em modelo animal de doenga de Parkinson foram identificadas alteragdes
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histologicas intestinais substanciais, como encurtamento das vilosidades, perda da
arquitetura das criptas e inflamagdo, demonstrando que a doenga pode ser
influenciada por alteragdes no eixo intestino-cérebro (Dos Santos et al., 2023), assim
como um modelo animal de acidente vascular cerebral (AVC), que identificou que o
microbioma intestinal afeta o desfecho e a recuperacédo pdés-AVC, demonstrando um
impacto negativo nos animais livres de germes quando comparados aos
camundongos controle (Singh et al., 2016).

A disbiose intestinal demonstra ser uma causa significativa em inumeras
doencgas gastrointestinais e seu papel imunoldgico correlaciona-se ao aumento de
citocinas pré-inflamatérias, mondcitos, lipopolissacarideos e células T auxiliares,
promovendo a permeabilidade da BHE e intestinal (Jain, Madkan, Patil, 2023).
Alteracbes nesse eixo ja foram evidenciadas em disturbios neuropsiquiatricos como
doencga de Alzheimer, depressao, transtorno do espectro do autismo (TEA), doenga
de Parkinson e AVC, oriundas de mudangas na composi¢gdo da microbiota intestinal
(Doifode et al., 2021, Jain, Madkan, Patil, 2023). Em resumo, o desequilibrio da
microbiota intestinal altera a homeostase do sistema imunoldgico periférico e da
imunidade cerebral (Ma et al., 2019).

No presente estudo também foi relatado altera¢gdes comportamentais e de
memoarias aversiva e longo prazo e na atividade locomotora quando relacionado ao
grupo controle. Corroborando com esses resultados, um estudo recente que avaliou
0 uso de um inibidor especifico de NLRP3, em modelo animal de meningite
pneumocdcica, identificou que apés 10 dias da indugdo os animais do grupo
meningite apresentaram memoria de habituacédo e reconhecimento de novos objetos
prejudicados, e o uso do inibidor reverteu esses parametros (Generoso et al., 2023).
Outro estudo dos mesmos autores identificou danos de memdria de habituacéo,
reconhecimento de novos objetos e memoaria aversiva apds modelo de meningite, e
0 uso de antagonista do receptor de IL-13 preveniu o comprometimento de memoria
(Barichello et al., 2015).

Pacientes adultos com infecgdo meningea pelo S. pneumoniae, possuem
risco aumentado de desenvolvimento de déficits neuroldgicos e neuropsicologicos a
longo prazo, causando prejuizo na qualidade de vida e afazeres diarios (Kloek et al.,
2020). O aumento de citocinas proé-inflamatérias, como evidenciado neste estudo,
sao responsaveis por ocasionar efeitos cerebrais importantes na fase aguda, como

as sequelas neurofuncionais resultantes de apoptose neuronal. As funcgdes
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comprometidas incluem fungbes cognitivas diversas, como audigdo e aprendizado,
além de disfungbes motoras (Mook-Kanamori et al., 2011, Braun et al., 1999).

As respostas inflamatérias desreguladas do hospedeiro resultam em dois
eventos catastréficos primarios, com aumento do estresse oxidativo e tempestade
de citocinas, ligados a lesbes e danos celulares, e a quebra da BHE que
desencadeia ainda mais danos cerebrais de longa duragéo (Yau et al.,, 2018). Na
meningite pneumocdcica experimental, os niveis agudos de IL-13 se correlacionam
com a incidéncia de sequelas neurologicas (Barichello et al., 2015), e o dano
neuronal no hipocampo correlaciona-se positivamente com dificuldades de
aprendizagem e déficits cognitivos em sobreviventes de meningite em humanos e
modelo animal (Hofer et al., 2011). Niveis aumentados de IL-13 e IL-18, associados
ao aumento da funcdo do inflamassoma de NLRP3, no LCR de pacientes estao
correlacionados com complicagdes sistémicas e piores resultados clinicos em
pacientes (Mustafa et al., 1989).

A meningite pneumocdcica, especificamente, leva a comprometimento
cognitivo em 30 a 52% dos sobreviventes, incluindo dificuldades no aprendizado,
declinio cognitivo, prejuizos na memoéria de curta duragdo e baixo desempenho
académico (Schiess et al., 2021). Os danos estruturais cerebrais podem resultar de
vasoespasmos e reducdo do fluxo sanguineo ocasionando necrose cortical, morte
celular apoptotica no giro denteado hipocampal, importante regido relacionada a
memoria, lesdo axonal isquémica difusa no cérebro e degeneragao Walleriana (Le et
al., 2020).

Mesmo significativa, a parcela dos pacientes com sequelas
neurocognitivas e alteragbes comportamentais tende a ser subdiagnosticada
(Chandran et al., 2011). Isto se d4, possivelmente, pela sutileza das manifestagoes,
dificuldade no acesso a servicos de saude e falta de correlagdo entre as queixas
crénicas com o episodio infeccioso prévio (Edmond et al., 2010). Apesar de
obtencéo clinica evidenciada pela auséncia de sintomas, até um terco dos pacientes
pode apresentar alteragdo cognitiva que pode ser evidenciada como, prejuizos de
memoria, dificuldade de aprendizado, deficiéncias neuropsiquiatricas, retardo
mental, entre outras, levando a uma ma qualidade de vida (Kloek et al., 2020).

Atualmente a utilizacdo de estratégias mais eficientes para os clinicos
abordarem as infecgdes pneumocdcicas se tornam essenciais, como 0O acesso

imediato aos cuidados, o diagndstico preciso, a rapida administragao de antibidticos
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e a prevengado da doenga, através da implementagdo da vacinagdo generalizada
contra o pneumococo. Além disso técnicas diagndsticas aprimoradas e tratamentos
mais eficazes podem ajudar a reduzir a carga da doenca pneumocdcica, reduzindo

sequelas e evitando a mortalidade (Ludwig et al., 2012).
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6. CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou a relagao entre os parametros inflamatérios
cerebrais e o dano das estruturas intestinais, associados a disfungao cognitiva apds
a meningite pneumocdcica experimental. A pesquisa demonstrou aumento dos
niveis de concentracao de citocinas IL-13 e TNF-a do cortex pré-frontal e diminuicao
das vilosidades e criptas intestinais de ratos 10 dias apdés a infeccdo por S.
pneumoniae. Além disso, quando analisados os testes comportamentais, observou-
se que a longo prazo essa interagdo pode se relacionar a danos cognitivo e de
memoria. Apesar de parciais, esses resultados sugerem que as alteragdes
estruturais do intestino podem estar relacionadas a meningite bacteriana. Também
permitem aventar a possibilidade de, junto as alteragdes histoldgicas, encontrarmos
mudanca na microbiota intestinal e ruptura do equilibrio do eixo microbiota-intestino-
cérebro. Novos estudos que correlacionem possiveis alteracbes na microbiota
intestinal a meningite bacteriana podem trazer a luz um mecanismo adicional a

patogénese do dano cognitivo tdo presente no pds-meningite.
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Anexo A — Carta de aprovagdo da Comissdo de Etica em Uso de animais da UNESC

# Universidade do Extremo Sul Catarinense AEUA =
UNasC Comissio de Etica no Uso de Animais e

CERTIFICADO
Cerfificamos que o projeto abaixo especificade, que envolve a produgdo, manutengao ou utiizacso de
animais pertencentes ao flo Chordata, subflo Verebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensing) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de & de outubro de
2008, do Decreto n® 6,880, de 15 de julhoe de 2000, & com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagao Animal (COMNCEA), e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso
de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reuniao de 140372023

Titulo do projeto Avaliagao da funcionalidade do sistema glinfatico & mecanismos de
diEfun-;:ﬁu cognitiva em longo prazo em modelo experimental de
meningite preumococica e em modele de sepse.

Project tithe Ewaluation of the functionality of the glymphatic system and
mechanisms of long-ferm cognitive dysfunction in an experimental
model of pneumococcal meningitis or sepsis.

Numero do protocolo 732022 adendo

Protocol number

Pesquisador principal Jagueline da Silva Generoso

Principal Inwestigator

Fe5.qui5.a|:|-|:|-re5 Igor Pereira Bliesimo, Cristiano Julle Faller, Baatriz Brandda Lima, Beairiz

Researchers Ramos Maccan, Elana Marcon Cadorn, Ingridy da Paz Bawer, Nicxe
Golombleskl Duarte, Pedn Mendas Mackl, Jéssica 2l Munag, Isadora de
Bittencourt Senadet, Julla Torcell Mostzoid, Diego Dominguinl, Luckhgla
Galnskl Canleiskl, Tablana Barcheallo, Fabricla Pefroniiho, Samuwesl Bras)
Stonoga, Jodo Wictor Vicenie Costa, Eloa Melpomene Flva Uchida, Amanda
Chiisline da Sliva Kursancew.

Finalidade i ) Ensing { X } Pegquisa Clentlea

Vigéncia da autorizagao 03112022 a 0A11/2023

Especiefllinhagemiraga Rato heterogénico / Wistar

ldade/Peso g0 dias 250 — 300g

Numero de animais Mazsculing 183

Procedéncia Bicteric UNESC

Obs.: As alteragdes no presente projeto serso apenas para incusao de membros colaboradores &
tecnicas (guantficagso de acidos graxos de cadeia curta e histologia intestinal).

The Efhics Committee on Animal Use on Research, sanctionsd by the resclulicn number
032017/Camara Propex, in accordance with federal law number 11704108, has analyzed the Project
that was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alterafion of the original wersion of
this progect must be presviously submitted to the Commitiee for further analyzes. May you have further

questions, please contact us by e-mail ceua@unesc.net.

Criciuma-SC, 14 de margo de 2023
jﬁhna Budnl

Coordenadora da CEUA
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