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“Imagine: dentro, os nervos, na cabeca — isto é, esses nervos estio ld na cabega...
(malditos sejam!) hd uma espécie de rabichos, os rabichos desses nervos, e assim que
comegcam a tremular... quer dizer, sabe, eu olho para alguma coisa com meus olhos ¢
guande comegam a tremular, esses rabichos.. e quando tremulam aparece uma

imageni.. ndo de imediato, passado um instante, um segundo... ¢ entic aigo como um

snmsntn annsscas sesr A2 Fo e romento — ao diabo com 0 momento! -, mas

uma imagem, isto ¢, um objeto, ou uma acio, droga! E por isso que vejo ¢ entio

£5e = = ESTIir BF BEaggen e b =
I 4
explicou tude ontem, meu irmie, ¢ figuel de boca aberta, E magnifica, Aesks, essa
cigncie! Um pove homen esté surginde — ivso eu entends [ ] Moy lamento perder
-~ 1
Deus!

{Dostoievski — O irmiGos Karamazov)

“( homem deve saber que de nenhum outro lugar, mas apenas do encéfals, vem a
alegria, ¢ prazer, 6 risc € a diversio, o pesar, ¢ luto, ¢ desalenio ¢ a lamentagio. E
por isso, de wma maneira especial, nds adguirimes sabedoric e conhecimento e
ERXEFGamIos € ouvimos ¢ sabeinos o que € justo ¢ injusio, o gue £ bom ¢ ¢ gue € ruim,
g que € doce ¢ o que € insipido... E pelo mesmo orgio nos tornamos loucos ¢
delirantes, ¢ medes e terrores nos assombram... Todes essas colsas nds temos de
suportar do encdfele quande nio estd sedio... Nesse sentido, opine que ¢ o encdfale

GHOM EXEF(E 3 e Faaer sobre ¢ homem”
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1. INTRODUCAO

Ha bastante tempo o encéfalo causa curiosidade, provavelmente a partir do
momento em que passamos a criar os questionamentos sobre 0 que vemos ou sentimos.
Existem registros de “intervengdes cirurgicas encefalicas” de mais de sete mil anos. E,
com o passar do tempo, muitas hipéteses e teorias foram propostas a respeito do
funcionamento deste 6rgdo (Bear, 2008).

Atualmente, dentre o seu mais amplo aspecto de investigagdo, as neurociéncias vem
buscando compreender e elucidar os mecanismos envolvidos em diversas patologias.
Condig¢des neuroinflamatdrias tém atraido a comunidade cientifica pelo seu destacado
envolvimento em doengas neurodegenerativas. Neste trabalho vou falar sobre o
envolvimento da proteina S100B, uma citocina prevalentemente astrocitica, envolvida

em situagoes de neurodegeneragao.

1.1 Organizacao do Sistema Nervoso Central

A compreensdo da estrutura encefalica ¢é fundamental para entender o
funcionamento deste Orgdo, sua interagdo com outros tecidos e como responde a
estimulos externos. Sua organizagdo celular peculiar e diferenciada revela um Orgéo
formado por redes especificas capazes de interagir entre si, e com outros tecidos, através
de diferentes componentes celulares (Przedborski, 2008).

Significante importancia se da na interagfio entre o sistema nervoso central (SNC) e
0s sistemas imune ¢ endoéerino. Tradicionaimente considerado como imunologicamente
privilicgiado, o SNC .deveria sor abordado como uma regido imunologicamonic
das rcagdcs neurc-imunc € a
barreira hemato-encefalica (BHE (Przedborski, 2008,

O SNC apresenta uma organizacdo circulatéria baseada no fluxo do liguido
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periferia {(Przedborski, 2008,
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constituido por dois grupos de c.eiulaa. 0s neuronios e as células gilcﬂb

Inicialmente, os neurdnios, por serem cclulas eletricamente excitdveis, foram

reconhecidos como elementos celulares responsdveis pela transmissfc do impulso

o
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elétrico e pelo processamento da informagfo, enquanto que as células gliais foram
consideradas apenas um suporte inerte para os neurdnios. Contudo, de um século e meio
pra cd, gracas ao trabalho do patologista alemio Rudolf Virchow (1846), as células
gliais passaram a ser elementos morfologicamente distintos dos neurdnios, tendo, nos
ultimos quarenta anos, suas fungdes elucidadas e sua importincia reconhecida (Raine,
2006).

Evidéncias de que as células ghais desempenham importante papel no
funcionamento neuronal suportam a idéia de que a interagdo neurdnio-glia é um
elemento fundamental no entendimento do funcionamento das dindmicas do SNC
(Holz, 2004).

Oligodendrocito

Axénio

Bainha de Mielina —-

Figura 1.1 Principais componentes celulares do SNC. Neurbnios, astrécitos, microglia,
oligodendrdcitos e células ependimérias em suas representagdes morfologicas e intercomunicantes.

As células gliais sdo classificadas em dois grupos: a macroglia e a microglia. A
microglia compreende células fagociticas envolvidas nas respostas inflamatérias. A
macroglia € constituida pelos oligodendrocitos, que formam a mielina, pelas células
ependimarias, que revestem os ventriculos cerebrais, e pelos astrocitos cujas fungdes

estdo altamente relacionadas com a manutengdo da homeostase do sistema (Perea &
Araque, 2005).
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1.1.1 Neurdnios

Neurbnios sdo células de origem ectotérmica capazes de gerar e transmitir
potenciais de ag@o. Tal propriedade s6 e possivel devido & ocorréncia de passagem de
correntes i6nicas atraves de canais que perpassam a membrana plasmatica (Bear, 2008)

Os neurdnios sdo cflulas altamente polarizadas ¢ em fungfio disso apresentam uma

morfologia altamente distinta. O soma abriga diversas organelas num citosol rice em
. 0 nucleo, os reticulos cndoplasmaticos liso ¢ rugoso. o aparclhoe de Golgi ¢ as

O axOnio, uma cstrutura exclusiva de neurdmios, € altamente

> processe de transicoréncia de informacdoc ao longo do sisicma
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Figura 1.2 Morfologia neuronal. Representagio da distribui¢dio de organelas, morfologia e polaridade
bem como seus contatos sinapticos.

Neur6nios sdo capazes de estabelecer jungdes especializadas denominadas sinapses.
Essas podem ser; elétricas ou quimicas. As sinapses elétricas permitem uma passagem
direta de fonms, via canais de jungSes comunicantes. As sinapses quimicas sdo mais

abundantes no SN humano maduro. Nessas, as membranas sio separadas pela fenda

-
sindntica  onde scorre a bherac3o dos neurstransmissorce. A maioria dos neurfnios
Sinapica, OnGC COCOIIC 4 i0CIGeas U5 DOUICHGNSINISSOITs. A Maisna GUs nourcnios
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exemplo, contatar aproximadamente 100.000 sinapses (Wang, 2008).

Assim a morfologia astrocitica tem estado em debate, pois seu aspecto
espongiforme quando micro injetado com corantes fluorescentes tem sido
preponderante ao aspecto estrelar muitas vezes demonstrado. Astrocitos maduros sdo
classicamente conhecidos por expressarem o filamento intermediario GFAP (proteina

glial fibrilar 4cida). No entanto outras células podem expressar GFAP, como as células

3 zwarn T3 i T T T Prorinoarial  F 2 1 x pe e 2 i PPN
fia maturagad © s0Urevivendcia ncuronai, IoINMacad 4C Sinapscs. reguiacao da angiogencse
7 A e N Znt e PR SR s WU B 1 ) 3 %
“‘JICEQaG 4C MICro-gominios viavaes para oS nCurcnios. ivias 3Anda muito preaeisa

¢ & man

ser clucidado sobre csscs Processes, Como por cxempid, &5 MmoiCCu:ias © a silailzZacao

Function

Figura 1.3 Representaciio esquematica das funcdes astrociticas melhor elucidadas. Captacéo de fons
e neurotransmissores, elemento-chave para trocas metabdlicas entre os sistemas periférico e central,
regula¢do da angiogénese e sinaptogénese.

O controle da maturagdo neuronal e da sinaptogénese sdo fortemente sustentados
pela produgdo astrocitica de componentes que fegulam o crescimento neuronal e
remodelam a matriz extracelular (MEC). A maior fonte de produgéo de componentes da
MEC e de moléculas de adesfo sdo os astrocitos, e essas moléculas incluem; laminina,
N-caderina, moléculas de adesdo neuronal (NCAM), fibronectina e metaloproteinases 2
e 9. Dentre os {atores de crescimento pode-se citar a produgao de; fator de crescimento

neural {NGF), fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF), neurotrofina-3 (N1-3),
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fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e ainda outras moléculas como a proteina
S100B (Wang, 2008).

Os astrocitos também s@io conhecidos por possuirem pés perivasculares que
regulam o fluxo sangiiineo da microvasculatura e ainda por induzirem a formagéo dessa
microvasculatura (angiogénese). Também sdo capazes de seqiiestrar 0 potdssio que se
concentra no meio extracelular durante a atividade neuronal de forma passiva ou ativa.
Destacadamente, os astrocitos também sdo famosos por possuirem mecanismos para
captar neurotransmissores como o glutamato e o GABA (acido gama-amino-butirico).
Astrécitos suportam o metabolismo neuronal via captagdo de glicose que pode ser tanto
convertida a lactato quanto a glicogénio. Podem ainda agir na detoxificagdo da amonia,
via a¢do da enzima glutamina sintetase, e metais pesados, via proteinas ligantes de
metais como as metalotioneinas. (Wang, 2008).

Realizando a comunicagéio entre sistema imune e SNC, os astrocitos representam
a ligacdo desses sistemas. Particularmente astrocitos podem fagocitar e realizar a
apresentagdo de antigeno via complexo principal de histocompatibilidade do tipo 2
(MHC II) e moléculas coestimulatérias como a B7 e CD40. Além disso, essas células
também apresentam receptores envolvidos na resposta imune inata; incluindo receptores
do tipo Toll (TLR), dominios de oligomerizagdo ligantes de nucleotideos, receptores
seglicstradores. receptores de manose ¢ outros componentes do sistema complemento
{Wang, 2008).

QOutras fungbes astrociticas vém sendo debatidas pela comunidade cientifica,
como as funcbes emergentes ¢ ainda controversas dessas células. Estudos tém
demonstrado a plasticidade dos processos astrociticos ¢ seu envolvimento na
transmissdo sinaptica, particularmente a dindmica intracclular do calcio, producio de
gliotransmissores, modulagdo rapida da transmissdo sindptica ¢ auxilio na formagao de

4

novos cspinhos dendriticos. Sabemos muito pouco ainda sobre a pluralidade dessas

células e estamos apenas comecgando a compreender a verdadeira natureza dos astrocitos

{Wang. 2008).
i.i.53 DMiicroglia
A microglia ¢ composta pelas células que saoc consideradas os macrofagos do
cérebro, que compoem de 3 a 20 % do volume cerebral. Essas celulas sao exiremamente
moveis. podendo migrar até a lesdo neuronal. No SNC adulto. a microglia pode assumir
diferentes formas: (1) ramificada ou de repouso. presente no cérebro saudavel: (2)
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ativada ou reativa, '(file ¢ vista em estados patolégicos do cérebro, porém ainda ndo
apresenta capacidade fagocitaria, e (3‘) fagocitaria cuja fungdio ¢ de eliminar residuos de
células mortas do cérebro. A microglia se mostra muito sensivel ao dano neuronal,
respondendo com a passagem do estado intermediario para a forma ativada (Streit,
1995).

Além da atividade fagocitica, a resposta imune microglial € evidente pela sua
capaéidade de recrutar células do sistema imune periférico e gerar a resposia para

diferenciacdo ¢ proliferacio de células T (Jack, 2005).

i.1.4 Oligodendrocitos
Os oligodendrocitos sdo as células responsaveis pela mielinizagao dos neurdnios

no SNC assim como as cé¢lulas de Schwann no sistema nervoso periférico {(SNP). Rio
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Uma dasr drogas comumente utilizadas tem sido o LPS. O LPS ¢ um
lipopolissacarideo da parede celular de bactérias gram-negativas, reconhecido como um
imundgeno capaz de induzir a liberagdo de mediadores pro-inflamatorios pelas células
gliais, principalmente microglia e astrocitos. Tanto a administracdo central quanto
periférica de LPS sdo capazes de estimular a secregfo de diversos fatores neurotoxicos €

neuroativos como interleucinas (IL-1, [L-2, 1L-6), TINFa ¢ IFNy. Tais citocinas

provenientes de cclulas gliais ou células periféricas, t€m sido responsabilizadas pelos
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Figura 1.4 Molecula de LPS. Representages estruturais do LPS e sua posi¢fio na membrana celular de
bactérias gram-negativas.
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1.2.1 S100B

A proteina S100B possui 21 kDa e encontra-se ativa sobre a forma dois
homodimeros cada um possuindo dois sitios ligantes de Ca®*" € um de Zn". Seu amplo
espectro de agdo ¢ revelado pela sua interagdo com elementos do citoesqueleto (GFAP,
vimentina ¢ MAP) e outras proteinas, como a proteina supressora tumoral p33 ¢ a
calcineurina. £ uma citocina expressa e secretada principalmente por astrécitos no
encéfalo de veriebrados. fn vifro, seus efeilos pardcrinos sobre neuronios revelam uma
dualidade: conceniragées da ordem de nM promovem o crescimento de neuritos
enquanto que concentragdes da ordem de pM exercem um eleito Oxico. O mecanismo
de agfio proposie ianie na resposia neurcirdlica quanic na neuroidxica tem sido os
receplores de produios avangados de glicagao (RAGE) (Donato, Z003 ).

Embora scja mails cxpressa ¢ secretada por astrocitos, os nivels sericos dessa

proleina podem ser inlluenciados por oulros ipoes celulares como  adipicitos,
condrocitos, Iinfécitos, cardiomoeitos ¢ tecido ht,m..lc,p netico. No LR, a S100B ¢
considerada predominaniemente astrocitica, porém € possivel que oulros tpos celulares
que expressem a proteina possam contribuir. Astrécitos da substancia cinzenta sdo as
¢celulas predominaniemente posilivas para S100B., enguante na branca sio os

oligodendrécitos. Estudos com camundongos revelaram @ expressdo de S100B em

oligodendrécitos e microghia. Ja na microghia de humanos nao fol detectada a expressao,
¢ outros estudos confirmaram prévios estudos em ratos demonstrando neurdnios

P\}Jlll\' Ub par

Extracerebral Sources:

Astrocyte™"® W

Figura 1.5 Elementos que contribuem para os niveis séricos e no LCR da S100B.

A S100B tem sido utilizada comumente como marcadora de dano cerebral e

niveis elevados dessa proteina s3o encontrados em paciente com Alzheimer,
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principalmente no lobo temporal, juntamente com a formagéo das placas neuriticas. Em
quadros de lesdo traumética e outras desordens acompanhadas de neuroinflamacdo,
também sdo encontrados niveis elevados dessa citocina no soro (Griffin, 2006).

O Alzheimer tem sido a patologia neurodegenerativa mais investigada com
relatos de alterag@o na S100B e, de acordo com a hipétese de Griffin, a sua secregio,
quando induzida por estimulos inflamatérios, aumenta a expressdo da proteina
precursora amiloide (APP). No entanto diversos aspectos permanecem o0bscuros,
necessitando ser melhor investigados. como a propria secrecdo de S100B influenciada

por citocinas ¢ outros estimulos (Gongalves . 2008 ¢ Griffin. 20061

Figura 1.6 Ciclo das citocinas®. Hipotese de Griffin para a progressdo da doenca de Alzheimer

1.3 Memoria

A memoria € uma representagdo interna do mundo exterior adquirida através de
uma experiéncia comportamental, codificada espago-temporalmente em redes neuronais
mediante alteragdes nas propriedades reativas de neurdnios. (Maldonado, 2008).

Classificam-se as memorias em declarativos e ndo-declarativos. Essas ainda podem
ser de longo prazo, curto prazo ou ainda de trabalho. Ainda podemos dividir a formagao
de uma memoria em trés fases: aquisi¢ao (momeﬁto da recepgdo ¢ interpretagdo de um
estimulo). consolidagdo (compreende as sucessivas reagfes biloguimicas para ©

fortalecimento de uma via} e evocagio (o recordar que pode ser interpretado atraves de

alteracoes comportamentais)
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Os mecanismos moleculares envolvidos na formagao de uma memdria passam pela

liberagdo de ncurotransmissores que se ligam em  receptores pods-sindpticos



conseqiientemente, ativando cinases que a curto ¢ longo prazo, por diferentes
mecanismos de sinalizagdo, levam a um aumento de receptores na membrana pos-
sinaptica. Esse conceito de plasticidade sinaptica tem sido fortemente relacionado com a
formacdo de memorias e outras vias, sugerindo que a memoria € o processo-chave para

compreensdo do fortalecimento das vias neuronais (Bear, 2008).
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2 OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi avaliar possiveis alteragdes da S100B, em
diferentes fluidos (soro e LCR), em resposta a estimulos inflamatorios periféricos,
intra-peritoniais (i.p.), ou centrais, intra-cerebroventriculares (i.c.v.).

Como objetivo especifico, avaliamos a persisténcia de um forte trago de

meméoria apos sete dias de um Unico estimulo inflamatério central.
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3  MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados sessenta ratos Wistar (90 dias de idade, pesando entre 200 e
300 g) provenientes do biotério central da UFRGS mantidos sob controle de
luminosidade e temperatura (ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro em constantes 22 +
1°C) e comida e aguas ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram
conduzidos de acordo com o manual do National Institute of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (NIH Publications No. 80-23).

Os ratos foram divididos em 10 grupos: Controle ip 0,5 h(N=15), LPSip 0,5 h (N
=35), Controle ip 24 h (N =5), LPS ip 24 h (N = 5). Controle icv 0.5 h (N = 5). LPS icv
0.5 h (N =35), Controle icv 24 h (N =35), LPS icv 24 h (N = 5), Controle icv 7 dias (N =
10} e LPS icv 7 dias (N = 10). Nos grupos de 0.5 e 24 horas. foi realizado o tratamento ¢
posterior coleta de LCR e sangue, para obtencao de soro. No grupo de sete dias, anterior
ao tratamento os animais foram condicionados aversivamente ao contexto para

posterior avaliagdo de parametros cognitivos e coleta de LCR ¢ sangue.

3.2 Procedimentio cirurgico

Os ratos foram anestesiados com cetamina/xilazina {75 e 10 mg/Kg Lp.
respectivamente) ¢ a cirurgia reaiizada em aparelho estereotaxico. Foi realizada uma
incisdo sagital no escalpo e o furo bilateral na regido antero-posterior ¢ latero-lateral
ventricular até a dura mater. Us veniriculos laterais foram alcancados utilizando as
seguintes coordenadas: 0.9 mm posterior do bregma: 1.5 mm lateral a sutura sagital e
3.6 mm dorso-ventral a partir da dura mater. Foi realizada uma Unica infusdo em cada
ventriculo, de 5 pl de PBS {controle) ou LPS (2.5 ug/ul}. Apos o procedimenio
cirlirgico. os animais foram mantidos a 37.5 + 0,5 °C. Aqueles utilizados para analise
comportamental foram testados uma semana apés o procedimenio cirirgico, enquanio
os outros foram anestesiados ¢ submetidos a coleta de amosiras nos tempos 0.5 ¢ 24 h.

sendo imediatamente sacrificados apo:, as coletas. -

3.3 Avaliacio cognitiva

O condicionamento aversivo ao coniexto, foi a tarefa comporiamental escolhida

pelo seu alto grau de aversividade. U seguinte protocolo foi utilizado: no dia do treino

-

os animais foram colocados em uma caixa por 4 minutos, apés 3 minutos foram
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aplicados dois choques de 0,7 mA e mais outros dois apds 30 segundos, sendo retirados
da caixa quando totalizados 4 minutos. Setenta e duas horas apds o treino, foram
realizadas o procedimento cirtrgico e infusdo do LPS. No dia do teste, sete dias apés a
cirurgia, os animais foram recolocados na caixa e realizou-se a quantificagdo do

comportamento de congelamento do animal.

s SO | | SARPRSSSNRR., ., W ., | -
72h 7 di_as ol dia

Figura 3 Esquema de procedimentos com o grupo de sete dias. TR = dia do treino, CIR = dia da
cirurgia, TT = Dia do teste e COL = dia de coleta das amostras

3.4 Lipopolissacarideo

O LPS utilizado foi o lipopolissacarideo obtido de Escherichia coli sorotipo
055:B5 (L.2880) comprado da Sigma e diluido em PBS. Quando injetado i.c.v., 25 pg
foram aplicados no animal numa concentra¢do de 2,5ug/uL; quando injetado i.p., o

tratamento foi de 250 pg/Kg.

3.5 Coleta de amostras

O LCR foi obtido por puncdo da cisterna magna utilizando uma seringa de
insulina e congelado para posterior andlise a -20°C. A coleta sanguinea foi realizada
por pungdo cardiaca e 0 sangue mantido em temperatura ambiente para posterior ( de 5
a 10 min) centrifuga¢do (5000 g X 10 minutos). O soro foi coletado do sobrenadante e
congelado para posterior andlise a -20 °C.

3.6 ELISA para S100B

As placas de ELISA foram preparadas previamente com 100 pL do primeiro
anticorpo (monoclonal anti-S100B SH-B1, S2532) na diluigdo de 1/1000 (em 50 mM de
Tampdo carbonato-bicarbonato) e mantidas a 4°C overnight. As placas foram lavadas
trés vezes com 200 pL. com tampdo de lavagem (0,1% ovoalbumina em PBS contendo
0,05% Tween-20). A solucdo de bloqueio (2% ovoalbumina, 150 puL) foi incubada por
1 h em temperatura ambiente. As placas foram lavadas e 50 pL. de Tampéao Tris 50 mM
(pH 8.6) contendo 0.2 mM CaCl, mais 50 ul de amostra (diluida em PBS contendo
0.2% ovoalbumina) ou curva padrao (de 0.0019 to 1 ng/mL) foram incubados por Zh a

37 °C em placas de aquecimento. As placas foram novamente lavadas e entdo aplicou-



se 100 uL do segundo anticorpo (policlonal anti-S100B, diluido 1/5000 em 0.5%
ovoalbumina e 0,2 mM CaCl,), para incubagdo por 30 min a 37 °C. As placas foram
lavadas novamente e, entdo, 100 pL. do terceiro anticorpo (anti-rabbit conjugado a
peroxidase diluido 1/5000 em 0,5% ovoalbumina) foi aplicado para incubagdo por
30 min a 37 °C. Novamente as placas foram lavadas com solugio de lavagem e uma
ultima com PBS. Entdo, 200 pL. de uma solug@o de OPD foi incubado no escuro por 30
min a temperatura ambiente. A parada da reagdo de revelagfo foi feita com 50 pL de
HCI 3 M ¢ a leitura realizada em um leitor de placas de ELISA com o filtro de 492 nm.

3.7 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram feitas com auxilio do programa SPSS 8.0 for

Windows e os testes realizados foram; teste t independente e ANOVA de uma via com

pos hoc de Tukey.
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4 ~ RESULTADOS

4.1 Tratamento Agudo com LPS

O tratamento agudo com LPS em 0,5 e 24 h tanto quando administrado i.p.
quanto 1.c.v. na demonstrou alteragdes nos niveis séricos da S100B. Porém, em 0,5 h
quando administrado i.c.v, o LPS foi capaz elevar os niveis da proteina no LCR (p =
0,009). Quando comparado as vias de administragdo o LPS i.c.v. em 0,5 h demonstrou
uma tendéncia ao aumento em relagfio a administragdo i.p. (p = 0,062). Em via i.p. o

LPS ndo causou alteragdes nos niveis séricos e no LCR da S100B.

LCR

0os h
6 A 1 |a24 h

ng de S100B/mL

0 .
Controle LPS 25 pgful
L.C.V.

Soro

0.2 -

0,18 +

oos
0.1 - \
T J I T @24h

ng de S100B/mL

Controle LPS 25 pgiul
.C.V.

Figura 4.1.1 Estimulo agudo de LPS i.c.v. Em A os niveis de SI00B no LCR em 0,5 e 24 h. a=
diferenca entre controle e LPS 2,5 ug/uL (p = 0,009), andlise por teste T independente. Em B os niveis
séricos de S100B sem alterac®es estatisticamente significativas nos dois tempos mensurados.

21



LCR

A

125
-=d 10 .
£
& 81 I
o
2 B4 '|' o05h
:: O24 h
= 41
=
€ 5 l_T_

U 1 1

Controle LPS 2 5 pgful
L.P.
" Soro

0.2~
-
E 0,15 A
o T =
s . T o05 h
- 024 h
@
-
= 0,05 1
=

0 . ]
Caontrole LPS 25 pgful
LP.

Figura 4.1.2 Estimulo agudo de LPS i.p. A os niveis de S100B no LCR em 0.5 e 24 h sem alteracdes
estatisticas. Em B os niveis séricos de S100B sem alteragdes estatisticamente significativas nos dois
tempos mensurados.
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4.2 Anilise comportamental

Nao foi observado prejuizo na permanéncia da memoria em ambos 0s grupos
tratados com LPS (lug/ul e 2,5 ug/ml) em relag@o ao seu controle com PBS (ANOVA
de uma via p = 0,463). Esses resultados sugerem que o estimulo inflamatorio induzido
por LPS, nessas doses, ndo seja suficiente para apagar o trago de uma memoria com

esse componente de aversividade.

Condicionamento Aversivo ao Contexto

4488 8
SO T T
_|

Congelamento

% de
— b
= 0

L 1

=

Controle LPS 1 ugdul Lps 25 ugful

Figura 4.2.1 Resposta de congelamento na tarefa de medo condicionado. Porcentagem do tempo
congelamento dos animais no dia do teste. Sem alteragdes estatisticamente significativas. ANOVA de
uma via (p = 0,463)
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5 DISCUSSAO

O estimulo inflamatdrio central causou um aumento da S100B no LCR em 0,5 h,
ndo observado no soro. O que sugere que esse aumento se deve principalmente pela
secre¢do do astrocitos. Quando a endotoxina foi administrada perifericamente, 0,5 e 24
h ap6és, ndo foram encontradas alteragdes tanto nos niveis séricos quanto no LCR da
S100B, demonstrando que o estimulo foi incapaz de induzir a secregdo periférica da
citocina. Esses dados acordam com outras observagdes da compartimentalizagdo da
produgdo de S100B central ou periférica e os diferentes estimulos que podem contribuir
para variagdes em sua concentragdo. Ratos em jejum por 48 h apresentam niveis séricos
de S100B elevado, mas ndo apresentam alteragdes no LCR, demonstrando a
contribui¢do de tecidos periféricos para a concentragio sérica de S100B. Acredita-se
que a S100B proveniente de tecido adiposo esteja envolvida com a mobilizacdo de
lipidios ja que humanos apresentam taxas séricas elevadas apos exercicio fisico. Assim,
¢ importante ter cautela ao interpretar alteragdes séricas da proteina ainda que ela seja
marcadora de lesdo cerebral cronica e aguda (Netto, 2006).

O grupo que recebeu estimulo agudo de LPS e foi analisado apds sete dias (dados
incompletos e ndo mostrados) sugerem um possivel declinio na concentragdo dessa
proteina no LCR ao longo do tempo. No soro destes animais também néo foi encontrado
alteragdes estatisticamente significativas, porém ainda ndo foi realizado o grupo com
administragdo i.p. Outros estudos do nosso grupo demonstram que a secre¢do de S100B,
tanto em cultura primaria de astrocitos quanto em linhagem de glioma C6 quando
estimuladas com IL-1p, tende a diminuir ao longo do tempo (Fraga, 2009). Isso sugere
que a secrecdo de S100B € um processo inicial e transitorio da resposta imune inata.

Diante disso, mais estudos sdo necessarios para elucidar uma possivel diferenca
nos mecanismos de secregdo da S100B, quando estimulados de forma aguda por LPS,
entre astrdcitos e células periféricas que secretem S100B (principalmente adipocitos).

Na tarefa comportamental nfo encontramos o resultado esperado de acordo com
outros resultados da literatura. O LPS foi inﬁmdidb 72 h ap6és o treino de forma que o
LPS ndo atuou dentro da janela temporal dos mecanismos moleculares da consolidagio
da memoria. Assim o que encontramos foi a auséncia de efeito do LPS sobre a evocacgéo
de um forte trago de memoria ainda que a droga tenha alto potencial neurodegenerativo.
A S100B em baixas concentragdes quando injetada no hipocampo pds-treino exerce um

efeito facilitatorio sobre a consolidagdo da meméria (Melo e Souza, 2000) e outros
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estudos demonstram seu envolvimento na modulagdo da plasticidade sinaptica
(Nishiyama, 2001) e fortalecimento das oscilagdes gama induzidas por acido kainico
(Sakataki, 2008). Um dia apés o teste comportamental os niveis encontrados no LCR
sdo menores (ndo mostrados). Embora néo se possa inferir que o efeito encontrado seja
devido ag@o da S100B, pois outras diversas citocinas participam da sinalizagdo induzida
pelo LPS, € importante lembrar que moléculas como estas exercem agdes ambiguas e
variagdes em suas concentragdes sdo chave para compreendermos melhor essa

dualidade entre trofico/tdxico.
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