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INTRODUCAO:

A resposta Iinflamatoéria no cérebro € primeiramente mediada pela microglia, mas
crescentes evidéncias sugerem uma importancia crucial dos astrocitos neste
processo. Os astrocitos sao células capazes de ativar respostas inflamatorias na
presenca de patdogenos ou lesbes, modificando a expressao de diversas
proteinas [1]. Entre os principais marcadores destaca-se a S100B, uma proteina
ligante de calcio secretada exclusivamente por astrocitos, atraves da estimulagcao
por varios agentes. Esta proteina tem sido usada como marcadora de dano
cerebral em desordens neurodegenerativas com componente inflamatorio, como
a Doenca de Alzheimer [2]. No meio extracelular, esta proteina tem funcao trofica
ou apoptotica dependendo da sua concentracao, enquanto no meio intracelular
tem muitos alvos [3], estando envolvida na regulacao da proteina de
citoesqueleto GFAP (Proteina Acida Fibrilar Glial) [4], a qual parece mudar sua
expressao durante a resposta inflamatorna. O lipopolissacarideo (LPS), presente
na membrana plasmatica de bactérias gram-negativas, € uma molécula muito

usada para desenvolver modelos de neuroinflamacao, pois atua na intensificagao
da resposta imunologica, desencadeando a liberacao de varias citocinas, o que

estimula vias de sinalizagdo envolvidas nesta resposta [5]. Entretanto, ndo ha
estudos mostrando o efeito desta molécula sobre a secrecdo e imunoconteudo
de S100B em cultura de astrocitos, uma vez que esta proteina tem sido
mostrada como uma peca importante no processo inflamatorio.

OBJETIVO:

Avaliar o efeito do LPS sobre a secrecdo e imunoconteudo de S100B e GFAP em
cultura primaria de astrocitos.

METODOLOGIA:

Cultura primaria de astrécitos
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RESULTADOS:

Figura 1. Efeito do LPS sobre secrecao de $100B
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Figura 1. Astrécitos corticais de ratos foram cultivados em DMEM contendo 10% de SFB. Apds a
confluéncia, o meio foi substituido por DMEM sem soro na presenca ou auséncia de LPS (0,01; 0,1; 1; 10
e 30 png/mL). A S100B foi quantificada por ELISA em 1 h {A) e 24 h (B) de exposicéao ao LPS. Os valores
do controle foram considerados 100% e estéo representados pela linha. Foram realizados 5 experimentos
em triplicata. * indica diferenc¢a significativa em relacéo ao controle para um p<0,05.

Figura 2. Efeito do LPS sobre o contetdo de S100B e GFAP
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Figura 2. Astrocitos corticais de ratos foram cultivados em DMEM contendo 10% de SFB. Apds a
confluéncia, o meio foi substituido por DMEM sem soro na presenca ou auséncia de LPS (0,01; 0,1; 1;
10 e 30 pg/mL). Apds 24 h de exposicdo ao LPS, as células foram lisadas e o contelido de S100B (A) e
GFAP (B) foi quantificado por ELISA . Os valores do controle foram considerados 100% e estéo
representados pela linha. Foram realizados 5 experimentos em triplicata. * indica diferenca significativa
em relagéo ao controle para um p<0,05.

Figura 3. Efeito do LPS sobre a viabilidade celular
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Figura 3. Astrocitos corticais de ratos foram cultivados em DMEM contendo 10% de SFB. Apds a
confluéncia, o meio foi substituido por DMEM sem soro na presenca ou auséncia de LPS (0,01; 0,1; 1;
10 e 30 pg/mL) durante 24 h. Por fim, as células foram incubadas com MTT {A) ou vermelho neutro (B).
Os valores do controle foram considerados 100% e estdo representados pela linha. Foram realizados 5
experimentos em triplicata. * indica diferenca significativa em relagdo ao controle para um p<0,05.

CONCLUSAO:

« Em astrocitos isolados, nos observamos uma estimulacao direta na secrecao
de S100B pelo LPS nas concentracoes de 10 e 30 pg/mL.

« O LPS fol capaz de induzir uma diminuicao da secrecao de S100B em 24 h de
exposicao, Esse efeito pode ser devido ao fato dos astrocitos estarem I1solados
de outros tipos celulares, tendo como © unico efeito observado o do LPS sobre
os astrocitos, sem a participacao de outras células, que in vivo podem manter o
aumento da secrecao de S100B por mais tempo devido a secrecao de citocinas
Inflamatorias.

* Apos 24h de exposicao ao LPS, nos observamos uma aumento no conteudo
de GFAP, indicando uma ativacao astroglial, visto que o LPS parece induzir a
expressao de GFAP em cultura de astrocitos .

« Juntos, estes dados contribuem para o entendimento do efeito do LPS em
astrocitos, particularmente na secrecado de S100B, e nos ajuda a entender o
papel desta proteina em doencas neuroinflamatorias € desordens cerebrais em
geral.
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