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Apresentação 

 

Este projeto faz parte do meu Trabalho de Conclusão de Curso em ciências biológicas, 

UFRGS.E segue o modelo da revista JournalofNeuroinflammation, porém redigido em 

português e contendo apenas os primeiros dados preliminares do projeto. Constando que 

esses experimentos serão repetidos. 
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Resumo 

 

Introdução: A S100B, proteína ligante de cálcio está altamente expressa em astrócitos. 

Essa proteína pode ter caráter trófico ou apoptótico, dependendo de sua concentração, 

portanto é estudada como marcador de injúria cerebral, estando relacionada a doenças 

neurológicas e psiquiátricas. Como se sabe, essas doenças possuem um perfil 

inflamatório relacionado à ativação da microglia e dos astrócitos, dito neuroinflamação. 

Há uma molécula presente na parede celular de bactérias gram-negativas capaz de 

induzir neuroinflamação, o lipopolissacarídeo LPS que já demonstrou ser capaz de 

aumentar expressão de citocinas pró-inflamatórias, gerando um processo denominado 

“sickness behavior” e podendo ser prejudicial para a os processos de aprendizagem e 

memória. Material e Métodos: Frente a esses estudos e no intuito de avaliar a resposta 

da proteína S100B ao estímulo inflamatório utilizamos 45 ratos Wistar machos (60 

dias). Esses animais foram divididos em grupo Controle (PBS), administração aguda de 

LPS 250 µg/K e LPS 2500 µg/Kg. O tratamento foi administrado agudamente através 

de injeção intraperitoneal (i.p.) e os parâmetros neuroinflamatórios coletados conforme 

os tempos estabelecidos para a curva (1 hora, 24 horas e 7 dias). Alguns grupos também 

foram treinados e testados na tarefa de esquiva inibitória, a fim de avaliar sua 

capacidade de aprendizado e a relação da S100B em processos cognitivos. Conclusão: 

Nossos resultados demonstraram que houve perda de peso nos animais tratados com 

LPS 24 horas. Os níveis de S100B no soro e no LCR não apresentaram alterações 

significativas, mas observou-se uma tendência ao aumento dos níveis de S100B do LCR 

no tempo 24 horas em animais tratados com LPS. Na esquiva inibitória o LPS 2500 /Kg 

(em 7 dias) apresentou-se como facilitatório no processo de aprendizagem. Estes 

achados são resultados preliminares desde projeto, sendo necessário que se repitam os 

experimentos e dosagens, afim de melhor elucidar o efeito das diferentes concentrações 

de LPS em diferentes períodos de tempo. 

Palavaras-chave: Neuroinflamação, S100B, LPS. 

 

 

 

 



6 

 

Introdução 

 

A S100B é uma proteína ligante de cálcio da família das S100, sendo altamente 

expressa e secretada por astrócitos do sistema nervoso central, mas que também está 

presente em outros tipos celulares como oligodendrócitos, adipócitos e certas 

populações neuronais, entre outras [1].Esta proteína desempenha um papel regulatório 

do citoesqueleto e do ciclo celular, intracelularmente. Extracelularmente, pode 

apresentar função trófica em astrócitos, neurônios e microglia, quando em 

concentrações nanomolares. Já em concentrações micromolares pode apresentar caráter 

apoptótico [4]. Em situações de injúria cerebral, a S100B tem sido utilizada como 

marcador de ativação astroglial, bem como alterações do líquido cefalorraquidiano 

dessa proteína tem sido relacionados a várias desordens neurológicas e psiquiátricas. 

Além disso, a S100B pode estar envolvida em processos neuropatológicos através da 

ativação da microglia [10]. Visto que desordens neurológicas e psiquiátricas apresentam 

um perfil inflamatório, acredita-se que a S100B desempenhe papel de citocina [5]. 

A microglia é a principal mediadora de processos de neuroinflamação, mas 

também se acredita que haja participação astrocitária, uma vez que essas células 

possuem receptores do tipo toll 4 (TLR4). Esses receptores estão relacionados ao 

sistema imune reconhecendo especificamente o lipopolissacarídeo presente na parede 

celular de bactérias gram-negativas, o LPS, conhecido por induzir respostas 

inflamatórias [3]. O LPS é capaz de provocar a secreção de citocinas pró-inflamatórias e 

macrófagos e microglias [6], podendo também modular respostas astrocitárias através 

de alterações na expressão protéica. Havendo estudos que demonstram que a 

neuroinflamação induzida por LPS pode prejudicar o aprendizado e a memória [6, 9]. 

Entretanto, a progressão do processo neuroinflamatório em doenças neurodegenerativas 

permanece obscura em diversos aspectos, como a própria quantidade de S100B em 

diferentes compartimentos quando estimuladas pelo LPS. 

Com base nesses apontamentos, o objetivo desse trabalho foi avaliar a 

concentração de S100B em diferentes compartimentos em animais estimulados com 

LPS, em uma curva de concentração e tempo. 
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Material e Métodos 

 

Animais: Foram utilizados quarenta e cinco ratos Wistar (60 dias, pesando entre 250 e 

300 gramas) provenientes do biotério central da UFRGS mantidos sob controle de 

luminosidade e temperatura (ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro em constantes 22 ± 

1ºC) e comida e água ad libtum. 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 animais foram divididos em grupos de cinco animais por tratamento: 

Controle (PBS) 1h, Controle (PBS) 24h, Controle (PBS) 7dias, LPS 250 µg/Kg 1h, LPS 

250 µg/Kg 24h, LPS 250 µg/Kg 7dias, LPS 2500 µg/Kg 1h, LPS 2500 µg/Kg 24h e 

LPS 2500 µg/Kg 7dias. 

Injeção intraperitoneal (i.p.): Nos grupos do tempo 1 hora foi realizado o tratamento 

através de injeção intraperitoneal de PBS, LPS 250 µg/Kg ou LPS 2500µg/Kg, e após 

uma hora, os animais foram anestesiados com injeção i.p. de xilazina (75 mg/Kg)  mais 

cetamina (10 mg/Kg) e posteriormente colocados no aparelho estereotáxico para a 

coleta do LCR, através de punção da cisterna magna. Também foi coletado sangue via 

punção cardíaca, após as amostras foram centrifugadas a uma velocidade de 3000 rpm 

por 12 minutos para coletar-se o soro. As amostras foram armazenadas a -70ºC para 

posterior análise. 

 Os animais dos grupos 24 horas e 7 dias receberam injeção i.p. através do 

mesmo procedimento acima e após vinte minutos foram submetidos ao treino de 

esquiva inibitória. 

Esquiva Inibitória: A esquiva inibitória consiste em uma caixa iluminada (Albarsch; 

lâmpada 15 W) contendo uma plataforma de 2,5 cm de altura sobre uma grade de aço 

(42 x 25 cm; barras com espaçamento 1 cm e de calibre 0,1 cm). Os animais foram 

colocados na plataforma e a latência para que o animal descesse com as quatro patas foi 

cronometrada. No treino, quando o animal desce da plataforma com as quatro patas ele 

recebe um choque de 0,4 mA por dois segundos [7]. O tempo limite dado ao animal 

para descer da plataforma é de cento e oitenta segundos. O teste é feito vinte e quatro 

horas pós-treino ou 7 dias pós-treino e o tempo para que o animal desça é novamente 

mensurado, porém não é dado choque. 
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Análises bioquímicas: O conteúdo de S100B foi mensurado no soro e no LCR através 

do método de ELISA. 

Protocolo de ELISA para S100B: O ensaio de ELISA para S100B foi realizado como 

descrito previamente em [2]. Brevemente, 50 uL de amostra de soro ou LCR diluídas na 

proporção 1:5 e 1:15, respectivamente mais 50 uL de Tampão Tris/Ca
+2

 50 mM/0,2 mM 

(pH 8,6) foram incubados por 2 h à 37°C sobre a placa previamente coberta com 

anticorpo monoclonal anti-S100B (1:1000). Anticorpo anti-S100 policlonal (1:5000) foi 

incubado por 30 minutos à 37ºC seguido de um anticorpo anti-rabbit IgG conjugado à 

peroxidase (1:5000) incubado por mais 30 minutos à mesma temperatura. Finalmente, a 

reação de cor foi produzida com o-fenildiamina (OPD) por 30 minutos à temperatura 

ambiente e a leitura foi realizada a 492 nm. A curva padrão para S100B variou de 0,001 

a 1 ng/mL. 

 

Materiais – anticorpo monoclonal anti-S100B (SH-B1) e lipopolissacarideo 

Escherichia coli (LPS) provindos da empresa Sigma. Anticorpo polyclonal anti-S100B 

e anti-rabbit peroxidase provindos da empresa DAKO and GE, respectivamente. 

Análise Estatística: A análise individual dos grupos da esquiva inibitória foi feita 

através do teste não-paramétrico pela ANOVA de Wilcoxon e de Friedman, e entre os 

grupos através pelo teste de Kruskal-Wallis. A análise dos níveis de S100B foi realizada 

através de teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis. 
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Resultados 

 

Alterações do peso 

Os animais dos grupos Controle, LPS 250 µg/Kg, LPS 2500 µg/Kg do tempo 24 horas 

foram pesado no dia do tratamento e 24 horas após. Houve uma diminuição no peso em 

ambas as doses de LPS em relação ao controle, confirmado pelo teste estatístico não-

paramétrico ANOVA de Wilcoxon (p=0,028). Já os animais dos grupos Controle, LPS 

µg/Kg, LPS 2500 µg/Kg do tempo 7 dias foram pesados no dia do tratamento e após 7 

dias e não foram observadas alterações significativas entre os grupos (ANOVA de 

Wilcoxon; p=0,460).  Tabela 1. 

Níveis de S100B séricos e do líquido cefalorraquidiano 

A coleta das amostras de soro e LCR foram realizadas 1 hora, 24 horas ou 7 dias após 

administração i.p. de PBS, LPS 250 µg/Kg ou LPS 2500 µg/Kg. Os animais foram 

anestesiados e então coletou-se o soro através de punção cardíaca, assim como coletou-

se  LCR por punção da cisterna magna. Não foram observadas alterações significativas 

nos níveis séricos (Figura 1) entre os grupos (Teste não-paramétrico Kruskal-Wallis; 

p=0,932).Nos dados do tempo 1 hora (Figura 2A) não houve alterações significativas 

entre os grupos (p=0,987), no tempo 24 horas (Figura 2B) não teve diferença estatística 

mas observou-se uma tendência ao aumento nos níveis de S100B quando tratadas com 

LPS, sendo proporcional a dose (p=0,062) e no tempo 7 dias (Figura 2C) também não 

foram observadas diferenças significativas entre os grupos (p=0,987). Para todos os 

dados dos níveis de S100B no LCR foram analisados pelo teste não-paramétrico de 

Kruskal-Wallis. 

Efeito do tempo e dose sobre a tarefa comportamental da esquiva inibitória 

Todos os grupos receberam PBS, LPS 250 µg/Kg ou LPS 2500 µg/Kg 20 minutos pré-

treino na esquiva inibitória. Os animais foram testados 24 horas ou 7 dias após o treino. 

Não foram observadas diferenças estatísticas entre treino e teste nos grupos Controle, 

LPS 250 µg/Kg e LPS 2500 µg/Kg 24 horas (Figura 3A) e nem no Controle eLPS 250 

µg/Kg 7 dias (Figura 3C; Teste não-paramétrico de Wilcoxon e Friedman). Já no grupo 

LPS 2500 µg/Kg 7 dias (Figura 3B) observou-se um aumento na latência do teste em 

relação ao treino (Teste não-paramétrico de Wilcoxon e Friedman; p=0,043 e p=0,025, 

respectivamente).  
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Discussão 

 

O LPS é conhecido por desencadear um quadro de “sickness behavior”, o qual se 

caracteriza por febre, perda do apetite com consequente perda de peso, entre outros 

aspectos [11]. Nossos resultados com o LPS em ambas as doses 24 horas após a 

administração já demonstram uma redução na massa corporal dos animais, que está 

associada a esse quadro. Sete dias após essa redução não foi observada, caracterizando o 

efeito agudo do nosso tratamento. 

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa já haviam demonstrado que, com uma 

dose i.p. de 250 µg/Kg, não há alteração nos níveis séricos de S100B. Os resultados 

desse presente trabalho corroboram com os dados pré-existentes [4]. Porém os valores 

absolutos observados estão subestimados em relação aos dados obtidos previamente em 

outros trabalhos. No LCR os níveis de S100B não foram estatisticamente significativos, 

porém 24 horas após o tratamento encontramos uma tendência ao aumento dose-

dependente dos níveis de S100B. Como se sabe que a S100B é vista como marcador de 

injúria cerebral, sugerimos que essa alteração observada no LCR possa indicar ativação 

astroglial [10], decorrente de inflamação induzida pelo LPS. 

Na tarefa comportamental da esquiva inibitória não se observou diferença entre as 

sessões de treino e teste entre os grupos, o que demonstra que os animais não 

consolidaram a memória aversiva, exceto no grupo LPS 2500 µg/Kg no tempo 7 dias, 

que apresentou diferença significativa indicando que esse grupo aprendeu a tarefa. 

Estudos já demonstraram que o LPS pode prejudicar a potenciação de longa duração 

(LTP), através de uma neurodegeneração relacionada a altos níveis de citocinas pró-

inflamatórias induzidas por LPS [12]. Já foi demonstrado um importante envolvimento 

do fator de transcrição NF-κB nos processos de consolidação e reconsolidação da 

memória. O envolvimento da proteína S100B já foi demonstrado em memórias 

espaciais e aversivas, bem como uma atividade modulatório nos processo de 

plasticidade sináptica no protocolo de indução da potenciação de longa duração [34, 

27]. Outras observações do nosso grupo têm encontrado dados contraditórios a 

literatura. Outro grupo observou uma melhora no déficit induzido pela privação de sono 

quando os animais receberam o LPS concomitante [15].  Esse efeito poder ser através 

do estresse, uma vez que já se sabe que o LPS aumenta os níveis de corticosterona, 

hormônio relacionado a estresse [17] que por sua vez tem apresentado caráter 

facilitatório na consolidação da memória em tarefas comportamentais [16]. 
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Conclusão 

 

Nossos resultados mostraram que administração i.p. de LPS provocau “sickness 

behavior” levando a uma perda de massa corporal dos animais. 

Quanto aos resultados dos níveis de S100B no soro e no LCR, a tendência encontrada 

no LCR pode sugerir que esteja ocorrendo ativação astrocitária e microglial decorrente 

de uma neuroinflamação induzida pelo LPS. 

Já no teste comportamental da esquiva inibitória, nossos achados contradizem o que já 

está descrito na literatura, pois sugerem o LPS 2500 µg/Kg como facilitatório. Esse 

perfil facilitatório pode ser devido ao quadro de estresse desenvolvido pelo próprio LPS 

e aparentemente não vemos relação entre S100B e o fenômeno comportamental.  

É importante ressaltar que estes achados são resultados preliminares desde projeto, 

sendo necessário que se repitam os experimentos e dosagens, a fim de melhor elucidar o 

efeito das diferentes concentrações de LPS em diferentes períodos de tempo e a sua 

relação com a S100B e o aprendizado. 
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Anexos 

 

Tabela 1. Efeito de diferentes doses de LPS sobre a variação de peso (em gramas) 

de ratos Wistar. 

 Controle LPS 250 µg/Kg LPS 2500 µg/Kg 

 
Pré-

tratamento 

Pós-

tratamento 

Pré-

tratamento 

Pós-

tratamento 

Pré-

tratamento 

Pós-

tratamento 

24 
horas 

331,8 ± 
19,31 
 

334,2 ± 
20,05 
 

314,6 ± 
10,09 
 

292 ± 
5,48 
 

313 ± 
23,40 
 

297 ± 
19,65 
 

7 
dias 

291,8± 
17,20 
 

300,6± 
22,68 
 

285± 
15,13 
 

295,2± 
10,13 
 

302,6± 
16,64 
 

291± 
23,32 
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Figura 1. Efeito de diferentes doses de LPS e tempos nos níveis séricos de S100B. 

Em (A) efeito após 1 hora, em (B) após 24 horas e em (C)7 dias após a administração 

de LPS ou PBS. Os dados estão expressos em média ± erro padrão, com N=5 exceto nos 

grupos Controle 1 hora (N=4), Controle 7 dias (N=3) e LPS 2500 µg/Kg 7 dias (N=2). 

Não foram observadas diferenças significativas para p=0,932 no teste Kruskal-Wallis. 
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Figura 2. Efeito de diferentes doses de LPS e tempos nos níveis de S100B no 

liquidocefalorraquidiano. Em (A) efeito após 1 hora, em (B) após 24 horas e em (C)7 

dias após a administração de LPS ou PBS. Os dados estão expressos em média ± erro 

padrão, com N=5 exceto no grupo LPS 2500 µg/Kg 24 horas (N=4). Em (A) não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos (p=0,987). Em (B) tem uma 

tendência (p=0,062). Em (C) não foi observada diferença estatística (p=0,079) no teste 

Kruskal-Wallis. 
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Figura 3. Efeito de diferentes doses e tempos sobre o aprendizado na tarefa da 

esquiva inibitória. Em (A) o LPS ou PBS foi injetado 20 minutos pré-treino e testado 

24 horas depois. Em (B) o LPS ou PBS foi injetado 20 minutos pré-treino e testado 7 

dias depois. Dados estão expressos em média ± erro padrão, com N=5. * diferença 

significativa entre treino e teste com p = 0,025 pelo teste de Friedman. Não foram 

observadas diferenças estatísticas entre os grupos. 
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