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Descobri como é bom chegar quando se tem paciéncia.
E para se chegar, onde quer que seja,
aprendi que ndo é preciso dominar a forga, mas a razéo.
E preciso, antes de mais nada, querer.

Amyr Klink
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Resumo

A hiperamonemia é observada tanto em doencas hepéticas quanto em erros inatos do
metabolismo. A aménia em altas concentracdes atravessa a barreira hematoencefalica e
é tida como uma das principais causas para o desenvolvimento das alteracdes
neuropsiquiatricas observadas na Encefalopatia Hepéatica (HE). Os prejuizos
moleculares e fisiologicos causados por este ion sdo observados principalmente nas
células astrociticas as quais apresentam alteragbes na atividade de uma série de
proteinas e enzimas cléassicas de sua funcdo. Entre elas destaca-se a proteina S100B,
principalmente expressa e secretada por estas células e muito usada como marcadora de
dano cerebral. Um aumento nas concentracdes de S100B no soro tem sido observado
em pacientes e modelos animais com HE, porém pouco foi visto sobre a indugdo na
secrecdo da S100B provocado por altas concentragcfes de amdnia no cérebro. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a secrecdo desta proteina em uma situacdo
de hiperamonemia ex vivo, em fatias hipocampais e corticais, assim como in vivo em
ratos hiperamonémicos por inducdo com urease. Além disso, foi realizado a anélise de
outras funcbes astrociticas, ainda controversas na literatura, e pouco analisadas na
regido hipocampal. A exposicdo & amodnia induziu uma redugdo no contetdo
extracelular de S100B em fatias de hipocampo, porém ndo induziu alteracdo nas fatias
de cortex cerebral. No entanto, um aumento na concentra¢do de S100B foi observado no
liquor, sem alteragdo no soro dos ratos com hiperamonemia. O hipocampo se mostrou
uma regido altamente susceptivel aos efeitos da amonia, com redugdo na captacdo de
glutamato, no conteddo de GSH e sem alteracdo na atividade da glutamina sintetase.
Além disso, o conteido de GFAP esta aumentado nos ratos hiperamonémicos
evidenciando uma astrogliose na regido hipocampal, o que pode estar contribuindo para
patogénese de HE.



Abstract

Ammonia serum concentration is commonly raised in liver diseases and in inborn errors
of urea cycle. High ammonia levels cross the blood brain barrier and is considered one
of the main causes for the development of Hepatic Encephalopathy (HE), a
neuropsychiatric disease. The molecular and physiological damages are observed
mainly in astrocyte cells which present alterations in the activity of a number of proteins
and enzymes of their classic function. Among these, stands out the S100B protein,
mainly expressed and secreted by these cells and used extensively as a marker of
cerebral damage. An increase in S100B serum has been observed in animal models and
patients with HE. However, it is not known if ammonia can directly induce S100B
secretion in the brain. In this study, we evaluated the secretion of this protein in
hyperammonemia condition ex vivo, in hippocampal and cortical slices, and in vivo, in
urease treated rats. We also analyzed other astrocyte functions, which are still
controversial in the literature and little examined in the hippocampus. We found a
reduction in the extracellular S100B content in hippocampal slices exposed to ammonia,
but no change was observed in cortical slices. However, an increase in cerebrospinal
fluid (CSF) S100B level was found, with no change in serum level of this protein in
hyperammonemic rats. The hippocampus revealed a very susceptible area to the
ammonia effects, with a reduction in glutamate uptake as in glutathione (GSH) content
and no change in glutamine synthetase activity. Moreover, GFAP content was increased
in hippocampus of hyperammonemic rats indicating an astrogliosis, which may
contribute to pathogenesis of HE.
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1. Introducéo

1.1. Hiperamonemia

A elevacdo da amodnia na circulacdo periférica deve-se principalmente a uma
disfuncdo hepética, a qual pode ser causada por uma intoxicagdo aguda do figado com
drogas toxicas, como o acetaminofeno, ou mesmo por disfun¢bes crbnicas, como
cirrose, hepatite e também por erros inatos do ciclo da ureia (Felipo and Butterworth,
2002). Sabe-se que 90% das disfuncbes hepéticas sdo acompanhadas de uma elevacéo
da amdnia e que estes pacientes hiperamonémicos apresentam problemas clinicos,
bioquimicos e fisioldgicos muito similares, como alcalose respiratoria, aumento da
concentragdo de glutamina cerebral, inchaco dos astrdcitos, edema cerebral e, em alguns
casos, estes sintomas resultam na Encefalopatia Hepatica (HE) (Brusilow et al., 2010).

A HE refere-se a anormalidades neuropsiquiatricas, caracterizada por memoria
prejudicada, reducdo do tempo de atencdo, desordens de personalidade, alteracdo de
humor, sonoléncia, tonificagdo anormal muscular, convulsdes, coma, podendo chegar
até a morte do individuo (Seyan et al., 2010). O envolvimento da aménia na patologia
de HE é incontestivel, porém é importante ressaltar que o aumento na sua concentracéo
arterial nem sempre é acompanhado dos sintomas de HE. Da mesma forma a correlagéo
entre amonia e a gravidade de HE nem sempre é verdadeira (Seyan et al., 2010). E
pertinente lembrar que o comprometimento do figado ir& causar o aumento ndo sé da
amdnia na circulagdo, mas também de outras toxinas, como manganés, mercaptanos e
acidos graxos de cadeia curta que poderdo causar um efeito adicional na toxicidade da

amonia (Felipo and Butterworth, 2002). Além dos danos provocados pela amdnia outros



fatores chaves vém sendo relacionados, como inflamagdo, infeccdo, dano oxidativo e
nitrosativo, os quais podem modular aspectos patofisioldgicos da doenca (Rodrigo et
al., 2010; Seyan et al., 2010).

A amobnia provém principalmente do intestino durante a digestdo proteica e de
processos de desaminacdo, ou mesmo pela metabolizacdo de proteinas pelos tecidos. A
producdo de ureia (composto indcuo), realizada nas células hepaticas, serve como uma
forma de eliminar a aménia, a qual € toxica, particularmente ao cérebro e ao sistema
nervoso central (SNC). O ciclo da ureia no figado mantém as concentracfes de amonia
na circulagdo baixos, ao redor de 50-100 puM. Porém, com o comprometimento do
figado, esses niveis aumentam na circulacdo atravessando a barreira hematoencefalica
(BHE), podendo chegar a concentracdes de amonia cerebral entre 1-5 mM (Bosoi and
Rose, 2009). Estima-se que, em situagdo de hiperamonemia, a concentragdo de amonia
no cérebro € trés vezes mais alta quando comparada com as concentragdes do soro (Ott
and Larsen, 2004). Isso pode ser explicado pelo fato que, uma vez dentro do SNC, a
amonia € rapidamente utilizada como substrato para produgdo de glutamina. Além
disso, em situacdo de hiperamonemia, o pH cerebral pode diminuir ainda mais, devido a
uma maior producdo lactato, favorecendo a formagédo de NH," (NHz + H+ = NH;"), o
qual € menos difusivel. Ainda nesta situacéo, existe um aumento no fluxo sanguineo
cerebral, favorecendo a maior captagdo de amonia, sendo a taxa de entrada maior que a
de saida (Ott and Larsen, 2004).

A amonia pode estar na sua forma néo ionica (NH3z), e em maior parte na forma
ibnica (NH,4"), sendo essas duas formas capazes de passar pela BHE. Acredita-se que a
maior parte entra no cérebro por difusdo do géas lipossolivel NHs. J& a forma como o
fon NH," passa pela barreira ainda é discutida. Este pode competir com os canais

ibnicos de K, ja que possui propriedades idnicas muito similares (Bosoi and Rose,



2009). Porém, ja foram sugeridos transportadores especificos para o ion amdnio, j& que
este é encontrado em alguns tecidos como o tecido renal, hepético, e até mesmo no
cérebro. No entanto, ainda ndo se sabe se estes transportadores sdo ativos nas células

endoteliais cerebrais (Ott and Larsen, 2004).

1.2. Modelos animais para o estudo de hiperamonemia ou HE

Para o estudo da hiperamonemia e das alteragdes no SNC causadas por ela existem
varios modelos animais que mimetizam alguns de seus efeitos. Em modelos in vitro
normalmente é usado o cloreto de aménio (NH4Cl) em altas concentracdes,
mimetizando um ambiente hiperamonémico cerebral, possibilitando o estudo deste
estimulo tanto em cultura de células (Leite et al., 2006) quanto em fatias cerebrais
(Mehrotra and Trigun, 2012). O modelo de fatias agudas cerebrais suprime as limitaces
do estudo nas células isoladas, possibilitando a anélise de uma resposta integrada entre
as células cerebrais, uma vez que preserva a arquitetura celular parecidas com as
condiges in vivo. Ja foi demonstrado que o modelo de fatias preserva a comunicagao
por jungdes gap (Nagy and Li, 2000), a circuitaria neuronal (Sajikumar et al., 2005),
sendo também muito usada para estudos de eletrofisiologia (Li and Mc, 1957).

J&4, em modelos in vivo a hiperamonemia pode ser causada por uma dieta
hiperamonémica (Rodrigo et al., 2010), pela administracdo de cloreto de amonio na
circulagdo (Kosenko et al., 2000), ou ainda por uma injecdo de urease, enzima que
quebra a ureia liberando o ion aménio (Diemer and Laursen, 1977). Com relacéo a este
altimo modelo, permite analisar o efeito exclusivo da elevacdo de amdnia na circulagéo,
sem que haja a interferéncia de outras toxinas, como seria o caso de um dano hepatico.

Além disso, propicia o estudo da hiperamonemia durante um periodo curto (4 dias)



porém constante, uma vez que a amOnia permanece elevada até 72h ap6s a ultima
injecdo de urease (Diemer and Laursen, 1977).

Além disso, modelos nocaute com disfuncdo no ciclo da ureia ja foram
desenvolvidos (Deignan et al., 2008). Para um estudo de doencas mais relacionadas a
disfuncédo do figado, e ndo somente a hiperamonemia, usa-se o desvio da veia porta, ou
a inducgdo da disfuncdo por hepatotoxinas. (Braissant et al., 2012; Desjardins et al.,

2001).

1.3. Amonia e sua detoxificacdo no SNC

A detoxificagdo da amdnia no cérebro se d& pela acdo de duas enzimas principais: a
glutamato desidrogenase, presente tanto nos astrocitos quanto nos neurdnios, e a enzima
glutamina sintetase (GS), presente principalmente nos astrocitos. A glutamato
desidrogenase converte o a-cetoglutarato em glutamato, adicionando uma molécula de
amonia. Por sua vez, o glutamato produzido serd convertido & glutamina pela enzima
GS, adicionando mais uma amonia. Estudos mostram que a maior parte da amonia
captada pelo SNC é incorporada & molécula de glutamina (Desjardins et al., 2012). No
entanto, trabalhos recentes indicam que sob uma inibicdo da atividade da GS, com
metionina sulfoxamina (MSO), a enzima alanina aminotransferase, também conhecida
como transaminase glutdmico piravica (TGP), a qual catalisa a reagdo de transaminacao
da alanina/piruvato e a-cetoglutarato/piruvato, tem um importante papel na
incorporacdo da amdnia no aminoécido alanina em co-cultura de neurdnios e astrocitos.
Isso evidencia a participacdo da TGP como uma enzima relevante na detoxificacédo da

amonia.
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Publicaces recentes questionam o papel da GS como enzima sendo benéfica para a
detoxificagio da amonia (Albrecht et al., 2010b). E sabido que em uma série de
modelos animais que simulam a hiperamonemia existe um aumento de glutamina
cerebral (Albrecht et al., 2010b; Suarez et al., 2002). No entanto, 0 excesso de
glutamina pode se tornar tdxica, assim como a aménia, causando um efeito
hiperosmético e provocando o inchaco das células (Jayakumar et al., 2006). Albrecht e
Norenberg propdem a hipdtese do “Cavalo de Trdia”, que se baseia em que os altos
niveis de glutamina citoplasméticos, produzidos pela enzima GS, atravessam a
membrana mitocondrial, ativando a enzima glutaminase que, por sua vez, descarrega o
excesso de amdnia dentro da mitocondria (Albrecht and Norenberg, 2006). Isso gera
prejuizos nesta organela, como um aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), indugdo da permeabilidade transitéria mitocondrial (PTM), além de
causar inchaco e edema cerebral (Albrecht et al., 2010b; Jayakumar et al., 2006) (Figura
1).

Apesar do aumento de glutamina observado em condi¢Ges de hiperamonemia o0s
resultados em relacdo & atividade da enzima que a produz, a GS, sdo controversos na
literatura. Alguns estudos mostram ndo haver alteracdo na atividade da glutamina
sintetase no cérebro de ratos hiperamonémicos (Cooper et al., 1985; Lavoie et al.,
1987Db), outros estudos mostram um aumento da imunoreatividade da GS em condi¢cfes
de hiperamonemia cronica em cultura de astrocitos (Yamamoto et al., 1989). No
entanto, a grande maioria dos trabalhos mostra uma reducéo da atividade desta enzima
em cultura de astrdcitos (Bobermin et al., 2012; Leite et al., 2006), no cortex cerebral
de ratos submetidos & cirurgia de anastomasia porta cava (Suarez et al., 2002) e no
cérebro de pacientes cirréticos (Lavoie et al., 1987a). A grande variagéo nos resultados

pode ser devido a diferencas metodoldgica, ou até mesmo devido a uma variagéo regido
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especifica do encéfalo (Girard et al., 1993). Suaréz et al, (2002) destaca que 0 aumento
da atividade da GS parece estar associado a regifes de areas glutamatérgicas,
enfatizando que a enzima tem um papel importante da redug&o das concentragdes locais
de glutamato e amdnia em regides sinapticas. Por outro lado, a diminuicdo da imuno-
reatividade da GS em regibes ndo glutamatérgicas pode favorecer o acimulo de aménia
e glutamato, contribuindo para toxicidade neural (Suarez et al., 2002). Ainda, a redugdo
da atividade da GS, pode ser explicada pelo fato que esta enzima parece atuar na sua
capacidade mé&xima ja em condigdes fisioldgicas. Logo, em situacdo de hiperamonemia,
0 cérebro rapidamente excederia sua capacidade de metabolizar a aménia (Felipo and
Butterworth, 2002). Além disso, ja foi sugerido que a atividade da GS estaria inibida
por um processo de nitracdo, provocado por um aumento de oxido nitrico em situacéo
de hiperamonemia, visto em cultura de células expostas a concentra¢des milimolares de
amonia (Schliess et al., 2002). Surpreendentemente, diversos trabalhos, tanto em cultura
quanto in vivo, mostram que inibindo a atividade da GS, principalmente por MSO,
ocorre uma diminui¢do do inchago dos astrdcitos (Willard-Mack et al., 1996), um
aumento da sobrevivéncia em ratos submetidos a um modelo de disfuncdo do figado
com a endotoxina lipopolissacarideo (LPS) (Jambekar et al., 2011), uma diminuicéo da
imunoreatividade do glutamato neuronal em fatias cerebrais, assim como a diminuigéo
da glutamina no cérebro de ratos submetidos & exposicdo aguda de amdnia (Albrecht et
al., 2010a). Isso demonstra que muitas das alteracbes fisiologicas e moleculares
provocadas pela amoénia sdo agravadas pela consequente producdo de glutamina,
corroborando com a Hipotese do Cavalo de Trdia (Albrecht et al., 2010b).

Considerando que a atividade da glutamina sintetase pode néo estar alterada ou até
mesmo diminuida em condicfes de hiperamonemia, torna-se dificil explicar o excesso

de glutamina cerebral visto tanto em modelos animais quanto em pacientes com
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disfuncdo aguda do figado (Desjardins et al., 2012). Uma explicacdo logica seria a
diminuicdo da atividade da glutaminase, que converte glutamina em glutamato,
diminuindo o consumo de glutamina e, portanto, aumentando seus niveis intracelulares.
No entanto, os resultados ainda ndo sdao muito claros em relacdo a atividade desta
enzima. Em alguns casos a atividade da glutaminase est4d aumentada, visto em cortex
cerebral e ganglio basal de ratos submetidos & cirurgia de veia porta cava, (Romero-
Gomez, 2005; Romero-Gomez et al., 2006) e em outros trabalhos mostra-se que a
atividade da enzima estaria diminuida apds uma hepatotecmia (cirurgia para retirada de
parte do figado) em ratos (Tyce et al., 1981). Outra explicagdo para 0 aumento no
contetdo de glutamina intracelular foi mostrada por Desjardins, quem mostrou que em
ratos com disfuncéo aguda do figado existe uma reducdo da expresséo do transportador
SNAT-5, que realiza o transporte de glutamina dos astrocitos para o meio extracelular,
impedindo, portanto, a sua saida para o espaco extracelular (Desjardins et al., 2012).
Nessas condicdes, além de “sequestrar” a glutamina dentro dos astrocitos, também
estaria sendo comprometido o ciclo glutamato-glutamina, uma vez que reduziria a
disponibilidade de glutamina no espago extracelular para captagdo pelos neurdnios. 1sso
induziria um prejuizo de glutamato no neurdnio pré-sinptico e na sintese de seus
derivados, como o neurotransmissor GABA (Albrecht et al., 2010a). O desbalanco da
neurotransmissdo glutamatérgica e GABAergica pode ter como consequéncia as
alteracbes neuroldgicas observadas em pacientes HE (Felipo and Butterworth, 2002).
No entanto, o resultado de diminui¢do do transportador SNAT-5 tem sido contestado,
uma vez que existe excesso de glutamina no espago extracelular do cérebro de ratos
com disfungdo aguda do figado (Rama Rao et al., 2012).

Portanto, faz-se necessario mais pesquisas em relagdo a atividade da GS, uma vez

que existe grande variacdo de resultados na literatura. Além disso, a maioria dos estudos
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que simulam a hiperamonemia se restringe a regido cortical ou homogeneizados de
cérebro total (Cooper and Lai, 1987; Lavoie et al., 1987a; Suarez et al., 2002). Poucos
estudos avaliam esta enzima em &reas encefélicas especificas, como por exemplo, a area
hipocampal. O estudo nesta regido possibilitaria um melhor entendimento da regulagéo

da GS no SNC frente a um estimulo hiperamonémico.

[

Mitocondria \

ROS «— NH; + GLU
GLNase

GLN-Tx¥

>L>Glutamina
GLU ~1
\_ J

Figura 1: HipGtese Cavalo de Tréia. Adaptado de Albrecht e
Norenberg, 2006.

NH,"

1.4. Principal tipo celular afetado pela toxicidade da amodnia no SNC

Pelo fato de que a GS predomina em astrocitos, estas células representam o
principal alvo da toxicidade da amdnia. Além disso, sdo os astrécitos que emitem
processos recobrindo os capilares que chegam ao SNC, garantindo que toda a amonia
que entra no cérebro seja metabolizada antes que esta entre em contato com outros tipos
celulares. Ainda, sdo observadas nestas células alteragbes morfoldgicas que ndo séo
documentadas em neurdnios e outras células cerebrais sob estimulo de altas doses de
amonia (Norenberg et al., 2009). A amdnia causa um efeito osmotico sobre o0s
astrécitos, os quais acabam inchando, provocando um drastico edema cerebral e a
consequente erniacdo cerebral (Felipo and Butterworth, 2002). Além disso, em

condicBes cronicas de hiperamonemia os astrocitos adotam uma morfologia alterada,
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chamada de “Alzheimer type Il astrocytes”, o qual se caracteriza por uma diminui¢éo na
densidade citoplasmética do soma, dos processos, da regido perivascular e dos pés
terminais; aumento da circunferéncia da membrana nuclear; aumento do nimero de
mitocondrias, do reticulo endoplasmético rugoso e liso, tanto no soma quanto nos
processos; menos bandas compactas dos filamentos intermediarios e deposi¢do de
glicogénio (Brusilow et al., 2010; Seyan et al., 2010). Interessantemente, a maior parte
desses efeitos sdo evitados com o uso do inibidor da GS, o MSO (Brusilow et al., 2010).
Isso aponta a glutamina, o produto da atividade da GS, como causadora das alteragdes
morfoldgicas e funcionais dos astrocitos.

Além das alteragcbes morfoldgicas sdo observadas alteracbes de expressdo de varias
proteinas marcadoras astrociticas, como uma diminuicdo da expressdo de proteina glial
fibrilar 4cida (GFAP), aquaporina-4 (AQ-4), transportador de glutamato-1 (GLT-1),
transportador de glicina e um aumento na expressdo do gene do receptor periférico de
benzodiazepina e do tranportador de glicose (GLUT-1) no cortex pré-frontal de ratos
com disfuncdo aguda do figado. A expressdo da proteina S100B, caracteristica desse
tipo celular, ndo foi alterada (Desjardins et al., 2001).

E importante salientar que apesar dos astrocitos representarem o alvo principal da
toxicidade da amonia, gera-se nesta situacdo um estado inflamatério que acaba por
afetar também outros tipos celulares. Essa neuroinflamagéo provocada pela aménia vem
sendo destacada nos ultimos anos como contribuinte para as alteragdes neuroldgicas
presentes em pacientes com HE. Observa-se um aumento de citocinas inflamatdrias,
como interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) no sangue de pacientes cirréticos com
altas concentracdes de amdnia e HE moderada (Montoliu et al., 2009). Além disso, o
uso de anti-inflamatérios (ibuprofeno) diminuiu o estado neuro inflamatério e melhorou

0 aprendizado, restituindo a via NO-GMPc prejudicada em ratos hiperamonémicos. A
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microglia, célula neural que tem como principal funcdo fagocitar restos celulares e
patdgenos, parece estar ativada tanto em cultura de microglia expostas a altas
concentragdes de amdnia (Zemtsova et al., 2011), como no cérebro de ratos com dieta
rica em amonia. A ativacdo microglial parece ser regido especifica, sendo mais reativa
no estriado e pouco no cortex frontal dos ratos com dieta rica em aménia (Rodrigo et al.,
2010). Células endoteliais, normalmente circundadas pelos astrocitos, parecem também
mediar a resposta inflamatdria mediante um estimulo hiperamonémico. O meio de
cultura de células endoteliais exposta a altas concentracdes de aménia (5 mM) provocou
0 inchaco de cultura de astrdcitos. Este efeito parece ser mediado pela ativacdo de NF-
kB nas células endoteliais o qual pode estimular a producdo de citocinas, como por
exemplo a interleucina-1p (IL-1B) como recentemente observado no cérebro de ratos
hiperamonémicos (Rodrigo et al., 2010). Logo, a sinalizacdo inflamatdria entre estas
duas células parece ser critico, regulando o balango osmotico do SNC (Jayakumar et al.,

2012).

1.5. O efeito da ambnia sobre a proteina S100B

A S100B € uma proteina ligante de célcio, pertencente & familia de proteina S100,
chamadas desta forma devido a sua solubilidade em solu¢do 100% saturada com sulfato
de amdnia (Michetti et al., 2012). Esta proteina é expressa em um nUmero restrito de
células como astrocitos, oligodendrécitos maduros, células progenitoras neurais, células
epiteliais do rim, condrécitos, adipdcitos, melandcitos, entre outras. Porém, as Unicas
células conhecidas que sdo capazes de secretar esta proteina sdo os astrocitos no SNC e
os adipécitos no sistema periférico (Donato et al., 2009). Esta proteina possui

importantes fungdes intracelulares, interagindo com o citoesqueleto (Donato, 1988);
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estd envolvida na proliferacéo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (Donato et al.,
2009); participa na homeostase do calcio (Gentil et al., 2001); regula atividades
enziméticas (Zimmer and Van Eldik, 1986); entre outras fungdes. No ambiente
extracelular exerce efeitos autdcrinos e parécrinos na glia, em neurdnios e na microglia.
Estudos in vitro relacionam concentracfes baixas desta proteina (pico a nanomolares)
como promovedora de efeitos tréficos, como o crescimento de neuritos, protecdo e
sobrevivéncia neuronal (Businaro et al., 2006; Van Eldik and Wainwright, 2003).
Porém em concentragdes mais altas (micromolares) provoca efeitos toxicos, induzindo a
liberacdo de NO em microglia e astrocitos, induz a super-regulacéo da cicloxigenase-2
em microglia, estimula a liberacéo e producéo de citocinas inflamatdrias, como IL-1§ e
fator de necrose tumoral (TNF-a) na glia, podendo provocar também a morte neuronal
(Bianchi et al., 2010; Hu et al., 1997; Petrova et al., 2000; Van Eldik and Wainwright,
2003) (Figura 2).

Uma vez que esta proteina € capaz de atravessar a barreira hematoencefalica
(Marchi et al., 2004), ela tem sido extensivamente estudada como marcadora de dano
cerebral em diversas patologias cerebrais, como na doenca de Alzheimer, Esclerose
Amiotrofica Lateral, tumores intracraniais, isquemias, doencas psiquicas, dano
traumatico cerebral, entre outras (Kleindienst and Ross Bullock, 2006; Michetti et al.,
2012; Michetti et al., 1979; Rothermundt et al., 2003). O aumento sérico da proteina
S100B em condicOes de encefalopatia hepatica ja foi constatado tanto em modelos
animais, quanto em pacientes com hepatite fulminante (Isobe-Harima et al., 2008),
assim como no soro de pacientes HE com cirrose, ndo sendo significativo nos pacientes
sem HE com cirrose (Saleh et al., 2007; Wiltfang et al., 1999).

Apesar de se saber sobre 0 aumento na concentracdo da proteina S100B no soro em

condi¢Bes de hiperamonemia, pouco se conhece ainda sobre a secrecdo desta proteina
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dentro do SNC nesta situagdo. Referente a isso existem resultados in vitro do nosso
laboratério mostrando que ocorre um aumento da secre¢do de S100B em cultura de
astrocitos e linhagem C6 expostas a concentragdes altas de amdnia (Bobermin et al.,
2012; Leite et al., 2006). Em contrapartida, um estudo de disfuncdo aguda do figado por
desvascularizagdo hepética em ratos ndo observou diferenca na expressdo da proteina
S100B no cortex frontal apds 24 h da cirurgia (Belanger et al., 2002; Desjardins et al.,
2001). Observa-se, portanto, que existem resultados contrastantes na literatura com
relacdo as variagdes na concentracdo dessa proteina em situacBes de hiperamonemia.
Por esta razdo deve-se ter cautela na interpretacdo desta proteina como marcadora de
dano cerebral, como na HE, uma vez que o aumento de sua concentracdao ainda nao foi
bem elucidado nesta doenga. Além disso, esta proteina pode também ter como fonte 0s
adipdcitos que podem estar contribuindo para sua elevacdo no soro de pacientes com
HE. Provavelmente, as variagdes na expressdo e conteudo da S100B possam ser devido
a anélise e comparacdo de diferentes estruturas que envolvem regulacdes diferentes, ou
ainda por uma variagdo metodoldgica da dosagem desta proteina (Goncalves et al.,
2008). Com isso, tornam-se necessarias mais pesquisas em relagdo a S100B, em
situacOes de hiperamonemia, de forma que seja possivel o uso desta em exames clinicos
patol6gicos. E importante destacar que as pesquisas referentes a proteina S100B no
SNC se baseiam apenas em resultados no cortex cerebral. Pouco foi estudado em outras
regides cerebrais, como por exemplo, no hipocampo, regido esta que possui uma fungéo
muito importante na aprendizagem e memodria, alterada em pacientes com HE (Seyan et

al., 2010).
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Figura 2: Efeitos extracelulares da S100B sdo dependentes de concentragéo.
Adaptado de Van Eldik e Wainwright (2003)

1.6. Am6nia e metabolismo glutamatérgico

Uma reducdo da captacdo de glutamato se observa em modelos in vitro de
hiperamonemia aguda, como em cultura de astrocitos (Chan and Butterworth, 1999) e
em fatias cerebrais (Butterworth, 2002; Schmidt et al., 1990), assim como em modelos
in vivo em ratos submetidos & desvascularizagdo hepética (Knecht et al., 1997). Essa
reducdo na captagdo também é acompanhada de uma diminuicdo na expressdo do
transportador de glutamato EAAT-1 (GLAST) em cultura de astrdcitos e em ratos com
desvascularizagdo hepéatica (Chan and Butterworth, 1999; Knecht et al., 1997). Da
mesma forma, observa-se uma diminui¢do da expressdo de transportador EAAT-2 no
cérebro de ratos com disfuncdo aguda do figado por insulto com tiocetamida

(Norenberg et al., 1997).
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Em consequéncia da reducdo na captacdo de glutamato observa-se um acimulo de
glutamato extracelular em uma série de modelos animais de hiperamonemia aguda, bem
como em pacientes com HE (Felipo and Butterworth, 2002). Os mecanismos pelos
quais ocorre a diminuicdo do transporte de glutamato ainda ndo sdo bem conhecidos.
Estudos recentes mostram que a exposi¢do de amdnia em cultura de astrdcitos provoca
uma répida alcalinizacdo do ambiente intracelular, uma vez que ocorre a difuséo rapida
de NHs, a qual se combina com os prétons citoplasmaticos, formando NH;". De uma
forma mais lenta, atraveés da competicdo com os transportadores de potassio, ocorre a
entrada de NH,", provocando uma diminuicdo dos niveis do pH intracelular, uma vez
gue ocorre a liberacdo de prétons, de forma a manter o equilibrio NHz/NH," (Bosoi and
Rose, 2009). Essa diminuigdo da concentragdo de pH é acompanhado de um aumento de
sodio intracelular através da ativacdo dos co-transportadores de Na* K™ e CI. O
aumento na concentracdo de sddio, por sua vez, acarreta na inibi¢do dos transportadores
de glutamato e, consequentemente, aumentando o0s niveis extracelulares deste
aminoéacido, uma vez que deixa de ser captado da fenda sinéptica (Kelly et al., 2009).
Em sequencia, esse aumento de glutamato extracelular pode provocar a ativacdo de
receptores NMDA, provocando uma excitotoxicidade, acompanhado de uma
deterioracdo do status neuroldgico, o que é visto como central na patologia de HE
(Butterworth, 2002). Diversos estudos mostram que o uso de antagonista do receptor
NMDA promove a melhora no estado neuronal de ratos com disfun¢éo aguda do figado
(Vogels et al., 1997), ou previne os efeitos toxicos provocados pela amodnia
(Hermenegildo et al., 1996).

Entretanto, estudos mostram que a ativagdo dos receptores NMDA pode se dar
independente do glutamato extracelular, sendo promovido pela despolarizagdo

provocada pela amdnia, retirando o ion magnésio bloqueador do receptor NMDA
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(Hermenegildo et al., 2000). Como produto da ativagdo dos receptores de glutamato
ocorre a entrada de Na* e Ca?* para dentro da célula. De forma a manter a homeostase
do Na’, os neurdnios o expulsam pelas bombas de Na'/K* ATPase, provocando dessa
forma o aumento no consumo de ATP (Felipo and Butterworth, 2002). Por outro lado, 0
aumento nos niveis de Ca®" intracelular promove a ativagdo do éxido nitrico sintase
(NOS), aumentando a producdo de NO. Tem sido mostrado que o aumento de NO
promove a inibicdo da atividade da glutamina sintetase, j& que quando inibidores de
NMDA ou de NOS foram injetados em ratos com hiperamonemia ocorreu um aumento
na atividade da enzima e também um aumento no contedo de glutamina (Kosenko et
al., 1995). Logo, a produc¢do de NO resulta em um déficit de GS e no comprometimento
do cérebro em detoxificar a amdnia. Da mesma forma, o aumento de NO pode inibir a
cadeia transportadora de elétrons na mitocondria, agravando ainda mais a falta de ATP,
além de provocar um aumento da producdo de radicais livres e formacdo de PTM
(Albrecht et al., 2010b; Braissant et al., 2012) (Figura 3).

Apesar de haver um acumulo de glutamato no espaco extracelular, existe uma
reducdo de glutamato total no cérebro de ratos submetidos a desvascularizacdo hepética,
ou mesmo no cérebro de pacientes cirrdticos, encontrado em estudos post mortem
(Lavoie et al., 1987b; Mans et al., 1994). Os niveis reduzidos de glutamato ocorrem em
exposicdes agudas de hiperamonemia, e se mantém também em condi¢des cronica em
ratos submetidos a obstrucdo da veia portacava. Ao contrério disso, a captagdo de
glutamato ndo € observada em situagBes cronicas. (Giguere and Butterworth, 1984). A
diminuicdo de glutamato total pode implicar em uma menor produgéo de GABA, tendo
em vista que o glutamato é um precursor deste neurotransmissor. Além disso, pode
prejudicar na detoxificacdo da amoénia, uma vez que a glutamina sintetase ndo tera

substrato para tal (Felipo and Butterworth, 2002).
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Figura 3: Acgdo da amonia sobre o metabolismo glutamatérgico e estresse
oxidativo. Adaptado de Felipe e Butterworth, 2002.

1.7. Envolvimento da amonia no estresse oxidativo

Apesar de o cérebro representar apenas 2% de todo o peso corporal, ele utiliza 20%
de todo o oxigénio consumido pelo corpo, de forma a manter suas necessidades
energéticas. Esse elevado consumo de oxigénio faz com que sejam produzidos altos
niveis EROS sendo um processo natural de producdo de energia. Portanto, a
manutencdo de um ambiente antioxidante é essencial nesse tecido, de forma a equilibrar
a producdo e a neutralizacdo das espécies oxidativas. Qualquer alteracdo nesse
equilibrio pode trazer consequéncias danosas as celulas cerebrais.

A exposicdo de amonia no sistema nervoso central gera um desbalanco oxidativo
observado tanto in vitro, em cultura de astrdcitos (Bai et al., 2001; Murthy et al., 2001)
e fatias cerebrais (Mehrotra and Trigun, 2012), quanto in vivo em ratos
hiperamonémicos com injecdo de acetato de aménio (Kosenko et al., 1997). Observa-se

nesta situacdo um aumento de moléculas oxidativas e nitrosativas, como dxido nitrico
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sintase, superdxido, NO, proteinas nitrosiladas e lipoperoxidagdo lipidica em ratos com
hiperamonemia (Kosenko et al., 1999; Kosenko et al., 1997; Schliess et al., 2002;
Viegas et al., 2012). Com relacdo as enzimas antioxidantes, como a superoxido
dismutase (SOD), catalase e a razéo glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG), ainda
existe certa discrepancia na literatura. Dependendo do modelo, da concentragdo de
amonia utilizada, do tempo de exposigdo ou da regido cerebral, alguns estudos mostram
aumento ou reducdo da atividade dessas enzimas sob efeito da aménia (Mehrotra and
Trigun, 2012; Singh et al., 2008). Isso evidencia que a hiperamonemia atua
diferentemente sobre as regibes cerebrais, sendo mais sensiveis algumas estruturas que
outras. Essa variacdo pode ser dar justamente pelas diferentes fungbes que cada regido
desempenha, apresentando células com diferentes especificidades que sob certos
estimulo atuam de forma diferenciada.

O mecanismo pelo qual o dano oxidativo estimulado pela aménia ocorre ainda néo é
bem entendido. Como j& falado anteriormente, sabe-se que a aménia provoca um
aumento de célcio livre intracelular, estimulado pela despolarizagéo celular e a ativacéo
do receptor NMDA (Hermenegildo et al., 2000). Esse aumento transiente de célcio pode
ativar enzimas dependentes de Ca”*, como a 6xido NOS e a NADPH oxidase, as quais
geram NO e superdxido, respectivamente. (Norenberg et al., 2009). Isso prova que a
producéo de EROS esta intimamente ligada com a ativagdo do receptor NMDA e que,
usando um antagonista deste receptor, os efeitos oxidativos sdo revertidos, como
mostrado em ratos hiperamonémicos (Kosenko et al., 1999). Um desbalangco na
homeostase do célcio também é observado na mitocondria de ratos que receberam
injecdo de cloreto de amonio, prejudicando as fungdes energéticas mitocondriais
(Kosenko et al., 2000). Trabalhos j& observaram o comprometimento do ciclo do &cido

tricarboxilico, como a disfun¢éo da enzima a-cetoglutarato desidrogenase e a perda da
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atividade da succinato desidrogenase no cérebro de ratos com hiperamonemia (Kosenko
et al., 1997; Lai and Cooper, 1986; Sheline and Wei, 2006). A inibicdo da cadeia
transportadora de elétrons sob estimulo de altas doses de amdnia também foi registrado
em camundongos (Qureshi et al., 1998). Da mesma forma, o aumento de célcio e o dano
oxidativo provocado pela aménia promove a formacdo da PTM em astrocitos,
comprometendo o potencial de membrana da mitocondria, promovendo o inchaco dos
astrocitos, prejudicando ainda mais a fosforilagdo oxidativa e a consequente formacéo
de ATP, assim como causando um aumento de radicais livres (Norenberg and Rao,
2007). Todos esses efeitos comprometem o metabolismo energético da célula,
aumentando as concentracdes de lactato e a razdo mitocondrial NAD*/NADH, assim
como a reducéo da produgéo de ATP (Hertz and Kala, 2007; Kosenko et al., 1994).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo formado pelos amino&cidos glicina, cisteina e
glutamato e é o antioxidante em maior abundancia no SNC, tendo como principal
funcdo reduzir moléculas oxidativas, tais como o peroxido, protegendo assim a célula
contra danos oxidativos. As enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GR) atuam de forma a manter a razdo GSH/GSSG alta na células e este processo é
dependente de NADPH. A GSH esta principalmente presente nos astrocitos quando
comparada a outras células cerebrais (Dringen, 2000). Interessantemente, a sintese de
GSH é estimulada pela amdnia em cultura de astrocitos e esse processo estimula a
producgdo de GSH em neur6nio visto em co-culturas de neurdnios e astrocitos (Gegg et
al., 2005). Portanto, os astrocitos tem um papel muito importante ndo s6 na producéo do
sua propria defesa anti-oxidante, mas também atua na protecdo dos neurdnios,
secretando a GSH para 0 meio extracelular, onde sera rapidamente quebrada, atraves da
atividade da vy -glutamiltranspeptidase (y-GT), gerando os precursores glicina, cisteina e

o dipeptidio cisteina-glicina. Dessa forma, os neur6nios conseguem utilizar estes
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precursores na sintese do tripeptideo GSH, protegendo-se contra danos oxidativos
(Gegg et al., 2005; Hilgier et al., 2010).

Resultados na literatura com relacdo ao conteudo de GSH em situagdo de
hiperamonemia ainda sdo controversos, sendo que em alguns estudos mostra-se uma
ndo alteragdo do conteudo de GSH frente a um estimulo hiperamonémico no cortex e
cerebelo de ratos (Singh et al., 2008; Viegas et al., 2012). J& em cultura de astrocitos,
mostra-se um aumento no contetido de GSH frente a um estimulo com aménia (Gegg et
al., 2003). Em contrapartida, em ratos com injecéo de cloreto de amonio observa-se uma
reducdo no contetido de glutationa no cérebro total (Kosenko et al., 1997). Essa variacao
pode ser devido as diferengas metodoldgicas, ou mesmo ser dependente da regido
cerebral analisada. Considerando-se a importéncia da regido hipocampal na formagéo da
memoria e 0o comprometimento desta em paciente com HE, torna-se importante
pesquisar o contetdo deste importante antioxidande em fatias hipocampais de ratos com
hiperamonemia, ou mais especificamente em fatias hipocampais expostas a diferentes

concentragdes de amonia.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais

Avaliar o conteddo extracelular de S100B em um modelo ex vivo, de fatias
hipocampais e corticais, expostas a uma curva de concentragdo de amonia, bem como
avaliar o conteido desta proteina em um modelo in vivo no hipocampo, cortex cerebral,
liquor e soro de ratos Wistar submetidos a injecdo i.p. com urease. Além disso, verificar
alguns pardmetros de ativacao astroglial, como a captacdo de glutamato, o contetido de

GSH e a atividade da GS no hipocampo tanto no modelo ex vivo, quanto in vivo.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Verificar a acdo de diferentes concentragcdes de aménia (0.1 - 10 mM)
sobre o conteido extracelular de S100B em fatias hipocampais e cortical,
2.2.2. Verificar a acgdo de diferentes concentragcdes de amonia (0.1 - 10 mM)
sobre algumas funcgdes astrociticas nas fatias hipocampais, como:
2.2.2.1. Avaliacdo da viabilidade e integridade celular: incorporacdo do
vermelho neutro, reducdo de MTT e liberacdo de lactato
desidrogenase (LDH).
2.2.2.2. Captacdo de glutamato;
2.2.2.3. Atividade da glutamina sintetase;

2.2.2.4. Conteudo de glutationa reduzida (GSH);
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2.2.3. Verificar a acdo da amodnia em um modelo agudo de hiperamonemia,
com injegdo intraperitonial (IP) de urease na concentragdo de 33U/Kg
sobre 0s seguintes parametros:

2.2.3.1. Concentracdo de S100B no soro, liquor e o conteudo desta
proteina em tecido adiposo, cortex cerebral e hipocampo;
2.2.3.2. Avaliar a captacéo de glutamato, atividade da GS e o conteudo de

GSH no hipocampo.
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Abstract

Ammonia serum concentration is commonly raised in liver diseases and in inborn errors
of urea cycle. Ammonia is able to cross the blood brain barrier and is considered one of
the main causes for the development of Hepatic Encephalopathy (HE), a
neuropsychiatric disease. The molecular and physiological damages are observed
mainly in astrocyte cells which present alterations in the activity of a number of proteins
and enzymes of their classic function. Among these, stand out the S100B protein,
mainly expressed and secreted by these cells and used extensively as a marker of
cerebral damage. An increase in S100B serum has been observed in animal models and
patients with HE. However, it is not known if ammonia can directly induce S100B
secretion in the brain. In this study, we evaluated the secretion of this protein in
hyperammonemia condition ex vivo, in hippocampal and cortical slices, and in vivo, in
urease treated rats. We also analyzed other astrocyte functions, which are still
controversial in the literature and little examined in the hippocampus. We found a
reduction in the extracellular S100B content in hippocampal slices exposed to ammonia,
but no change was observed in cortical slices. However, an increase in cerebrospinal
fluid (CSF) S100B level was found, with no change in serum level of this protein in
hyperammonemic rats. The hippocampus revealed a very susceptible area to the
ammonia effects, with a reduction in glutamate uptake as in glutathione (GSH) content
and no change in glutamine synthetase activity. Moreover, GFAP content was increased
in hippocampus of hyperammonemic rats indicating an astrogliosis, which may
contribute to pathogenesis of HE.

Keywords: ammonia, hyperammonemia, hippocampal slices, cortical slices, astrocytes,

urease.
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Introduction
Elevated ammonia in peripheral circulation is mainly due to hepatic dysfunction,

which may be caused by acute intoxication of the liver with toxic drugs such as
acetaminophen, or even a more chronic disorder such as cirrhosis, hepatitis and also
inborn errors of the urea cycle (Felipo and Butterworth, 2002). It is known that 90% of
hepatic disorders are accompanied by an elevation of brain ammonia and that these
patients have similar clinical, biochemical and physiological problems such as
respiratory alkalosis, increase in glutamine, brain swelling of astrocytes, cerebral edema
and in some cases these symptoms result in Hepatic Encephalopathy (HE), a
neurocognitive disease (Brusilow et al., 2010).

Astrocytes have been shown as the main cells affected in the central nervous
system (CNS) in hyperammonemia, by their proximity to the blood vessels that reach
the brain, being the first cells to be in contact with peripheral ammonia (Norenberg et
al., 2009). Moreover, these cells are the major expressing glutamine synthetase (GS),
enzyme responsible for the main detoxification of ammonia (Brusilow et al., 2010). In
acute ammonia exposure there are clear morphological changes in these cells, as a large
swelling, causing a drastic cerebral edema and subsequent herniation (Seyan et al.,
2010).

However, some results regarding the changes in astrocyte parameters are
controversial in hyperammonemia conditions. As an example, the activity of glutamine
synthetase can be reduced in astrocyte cultures and in cerebral cortex of portacaval
anastomosed rats (Lavoie et al., 1987a; Leite et al., 2006; Suarez et al., 2002) or
unchanged in cerebral hyperammonemic rats and induced in chronic hyperammonemia

astrocytes culture (Cooper and Lai, 1987; Yamamoto et al., 1989). The major CNS
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antioxidant compound, glutathione (GSH), mainly produced by astrocytes, has been
reported with its synthesis unchanged in cerebral cortex and cerebellum of
hyperammonemic rats (Singh et al., 2008; Viegas et al., 2012), stimulated in astrocyte
culture exposed to ammonia (Gegg et al., 2003) or reduced in brain rats with
hyperammonemia (Kosenko et al., 1997). In addition, the main astrocyte protein
marker, the glial fibrilar acid protein (GFAP), decreases in acute liver failure animals
and in astrocyte cultures (Desjardins et al., 2001; Leite et al., 2006) but it is unchanged
in the cerebellum of cirrhotic patients (Kril et al., 1997).

Furthermore, the S100B protein, also a marker of astrocytes, is increased in
serum of patients with fulminant hepatitis and in animal models of HE (Isobe-Harima et
al., 2008), in serum from patients with cirrhosis with HE (Saleh et al., 2007; Wiltfang et
al., 1999), in the secretion of cultured astrocytes and C6 lineage exposed to high
concentrations of ammonia (Bobermin et al., 2012; Leite et al., 2006). In contrast, a
study of acute liver dysfunction by hepatic devascularization did not show any
difference in S100B expression in frontal cortex of rats (Belanger et al., 2002).

The S100B protein is expressed and mainly secreted by astrocytes in the CNS
and exerts physiological and toxic effects in extracellular space, depending on its
concentration (Donato et al., 2009). At nanomolar levels S100B can cause neurite
outgrowth, proliferation and neuronal survival, but at elevated concentrations
(micromolar) it can produce apoptotic effects, inducing the release of oxide nitric and
inflammatory cytokine, such as IL-1p and TNF-a in astrocytes (Bianchi et al., 2010;
Petrova et al., 2000; Van Eldik and Wainwright, 2003). Since this protein is capable of
crossing the blood brain barrier (Goncalves et al., 2008), it has been extensively studied

as a marker of cerebral damage in various brain disorders (Kleindienst and Ross
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Bullock, 2006; Rothermundt et al., 2003). However, little is known about the secretion
of this protein in the CNS during high ammonia exposure.

It is important to notice that most of the research regarding astrocytic function
ignore the variability of these cells in CNS, which are highly heterogeneous in origin,
morphology and modulation of gene transcription in the brain (Wang and Bordey,
2008). Besides, most results are observed in total brain extracts, or in the cortical
region; however, there is a lack of information about astrocytic function in
hippocampus, an area which has a very important role in learning and memory, which is
also altered in patients with HE (Seyan et al., 2010).

Therewith, it becomes necessary further research on astrocyte protein markers in
hyperammonemia situations in specific brain regions and, particularly, on S100B
secretion, in order to analyze the possible role of thus protein as a marker of brain
damage.

In this work we investigate S100B secretion in acute hippocampal slices, as well
as other astrocyte parameters, such as GS activity, GSH content and glutamate uptake.
Furthermore, we analyzed S100B and GFAP content in different brain areas, such as
hippocampus and cerebral cortex, of rats submitted to intraperitoneal urease injection, a
model of hiperammonemia. Also, we analyzed the content of S100B in serum and in

cerebrospinal fluid (CSF).

Materials and Methods

Materials

Antibody anti-S100B (SH-B1), methylthiazolyldiphenyl- tetrazolium bromide (MTT),
neutral red, glutathione, phthaldialdehyde, and urease were purchased from Sigma [St.

Louis, USA]. Polyclonal anti-S100B and anti-rabbit peroxidase linked were purchased



34

from DAKO [S&o Paulo, Brazil] and GE [Little Chalfont United Kingdom],
respectively. I-[2,3-*H] glutamate was purchased from Amersham International (UK).
Animals

Wistar female rats thirty days old were obtained from the Central Animal House of the
Department of Biochemistry, ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS — Brazil, were used. The animals were maintained on a 12:12 h light/dark
cycle (lights on 07.00-19.00 h) in air conditioned constant temperature (22 °C = 1 °C)
colony room, with free access to water and a 20 % (w/w) protein commercial chow
(SUPRA, Porto Alegre, RS, Brazil). The experimental protocol was approved by the
Ethics Committee for animal research of the Federal University of Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, Brazil and followed the “Principles of Laboratory Animal Care (NIH
publication 85-23, revised 1996). All efforts were made to minimize the number of
animals used and their suffering.

Hippocampal and cortical slices

Thirty-days old Wistar rats were killed by decapitation, their hippocampi and cerebral
cortices were quickly dissected out and transverse sections (300 um) were rapidly
obtained using a Mcllwain tissue chopper. One slice was placed into each well of a 24-
well culture plate. Slices were incubated in oxygenated physiological medium
containing in mM (120 mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM CacCl;, 1 mM MgSQy,, 25 mM
HEPES, 1 mM KH,PO, and 10 mM glucose, pH 7.4) at room temperature and the
medium was changed every 15 min with fresh medium. Following a 120 min
equilibration period, slices were incubated with or without NH4Cl in a concentration
from 0.1 to 10 mM, for 60 min at 30°C on a warm plate. Afterwards, media or slices
were collected for posterior analysis.

Urease treatment
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An animal model of hyperammonemia was used based on urease treatment (Diemer and
Laursen, 1977). Susteined hyperammonemia was induced by daily intraperitoneal
injection of urease (33U/Kg body weight) solution for 4 days from the 30th till the 34th
day of postnatal life. The chosen dose of urease did not cause hyperexcitability,
convulsions or death (Diemer and Laursen, 1977). Urease were dissolved in saline
solution (NaCl 0.9 %) and pH was adjusted at 7.4. and control rats received saline at the
same volumes. After 24 h the rats were anesthetized with ketamine/xylazine (75 and 10
mg/ Kg, respectively, i.p.) and placed in a stereotaxic apparatus for CSF puncture.
Blood samples were obtained by intracardiac puncture and were incubated at room
temperature (25 °C) for 5 min and then centrifuged at 3200 rpm for 5 min for serum
separation. After decapitation, brains were removed and then placed in cold
physiological saline medium. The hippocampal (Hc) and cerebral cortices (Cx) were
dissected and cut into slices of 0.3 mm using a Mcllwain Tissue Chopper for posterior
analysis.

Determination of serum ammonia levels

Ammonia levels were measured using a commercial kit (Sigma, St. Louis, MO)
immediately after serum was obtained. Ammonia concentration was calculated
according to the manufacturer’s protocol.

Assay for serum TGO and TGP activities

The serum enzymes were assayed using diagnostic kits provided by BioTécnica —
Biotecnologia Avancgada (Varginha, Brasil) and the procedure was followed as
described by the manufacturer’s protocol of the kit.

S100B measurement

S100B was measured by ELISA, as previously described (Leite et al., 2008). Briefly, 50

pl of sample plus 50 pl of Tris buffer were incubated for 2 h on a microtiter plate
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previously coated with monoclonal anti-S100B. Polyclonal anti-S100 was incubated for
30 min and then peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was added for a further 30
min. Color reaction with o-phenylenediamine was measured at 492 nm.

GFAP measurement

ELISA for GFAP was carried out as previously described (Tramontina et al., 2007) in
homogenate of hipocampal and cortical slices, by coating microtiter plates with 100 pL
samples for 24 h at 4°C. Incubation with a polyclonal anti-GFAP from rabbit for 1 h
was followed by incubation with a secondary antibody conjugated with peroxidase for 1
h, at room temperature. A colorimetric reaction with o phenylenediamine was measured
at 492 nm. The standard human GFAP (from Calbiochem) curve ranged from 0.1 to 5
ng/mL.

MTT reduction assay

Hippocampal slice were treated with 50 pg/mL Methylthiazolyldiphenyl- tetrazolium
bromide (MTT) for 30 min in 5% CO2/ 95% air at 37°C, after 1 h of treatment with the
different concentrations of NH,CI. Afterwards, the media was removed and MTT
crystals were dissolved in DMSO. Absorbance values were measured at 560 and 650
nm. The reduction of MTT was calculated as (abs at 560 nm) - (abs at 650 nm).
Neutral red uptake

Neutral red incorporation was carried out as previously described (Leite et al., 2009)
with modifications. Hippocampal slices were treated with 50 pg/mL neutral red (NR)
for 30 min in 5% CO2/95% air at 37°C. Afterwards, the slices were rinsed twice with
phosphate buffer for 5 min each and NR dye taken up by viable cells was extracted with
500 pL of acetic acid/ethanol/water (1/50/49). Absorbance values were measured at 560
nm.

Lactate dehydrogenase (LDH) assay
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Lactate dehydrogenase assay was carried out in 50 pL of extracellular medium, using a
commercial colorimetric assay from Doles (Goiania, Brazil).

Glutathione content

Glutathione content was determined as previously described (Browne and Armstrong,
1998). Briefly, hippocampal slices were homogenized in sodium phosphate buffer (0.1
M, pH 8.0) containing 5 mM EDTA and protein was precipitated with 1.7% meta-
phosphoric acid. Supernatant was assayed with o-phthaldialdehyde (1 mg/mL of
methanol) at room temperature for 15 min. Fluorescence was measured using excitation
and emission wavelengths of 350 and 420 nm, respectively. A calibration curve was
performed with standard glutathione solutions (0-500 pM).

Glutamate uptake assay

Glutamate uptake was measured, as previously described (Gottfried et al., 2002) with
some modifications (Thomazi et al., 2004). Briefly, hippocampal slices were incubated
at 35°C in a Hank’s balanced salt solution (HBSS) containing (in mM): 137 NaCl, 5.36
KCI, 1.26 CaCl,, 0.41 MgSQy, 0.49 MgCl,, 0.63 Na;HPO,-7 H,0, 0.44 KH,PO,, 4.17
NaHCO; and 5.6 glucose, adjusted to pH 7.4. The assay was started by the addition of
0.1 m I-glutamate and 0.33 pCi/m I-[2,3-3H] glutamate. The incubation was stopped
after 5 min by removal of the medium and rinsing the slices twice with ice-cold HBSS.
The slices were then lysed in a solution containing 0.5M NaOH. Radioactivity was
measured in a scintillation counter. Sodium-independent uptake was determined using
N-methyl-d-glucamine instead of NaCl. Sodium-dependent glutamate uptake was
obtained by subtracting the non-specific uptake of the total uptake to obtain the specific
uptake. Results (nmol/mg protein/min) were expressed as a percentage of the control.

Glutamine synthetase (GS) activity
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The enzymatic activity of glutamine synthetase was determined using the procedures
described previously (Minet et al., 1997) with modifications. Briefly, homogenized
tissue samples were added to a reaction mixture containing (in mM): (50 imidazole, 50
hydroxylamine, 100 L-glutamine, 25 sodium arsenate dibasic heptahydrate, 0.2 ADP, 2
manganese chloride, pH 6.2) and incubated for 15 min at 37°C. The reactions were
terminated with the addition of 0.2 ml of 0.37 M FeCls, 50 mM trichloroacetic acid, and
100 mM HCI. After centrifugation, the supernatant was measured at 530 nm and
compared to the absorbance generated by standard quantities of -
glutamylhydroxamate acid (Sigma) treated with ferric chloride reagent. Glutamine
synthetase activity was expressed as pmol/h/mg prot.

Protein determination

Protein content was measured by Lowry’s method using bovine serum albumin as
standard (Lowry et al., 1951).

Statistical analysis

Parametric data are reported as mean + standard error and were analyzed by Student’s t
test (when two groups were considered) or by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Duncan’s test, in the SPSS-16.0. Tests are specified in the legends, with

level of significance set at p < 0.05.

Results

In order to investigate the effect of direct exposure of ammonia on S100B
secretion, we used acute hippocampal and cortical slices preparation, to measure the
protein secretion after 1 h of exposure to ammonia at different concentrations (0.1-10
mM) (Fig. 1). A significant reduction of extracellular S100B was observed in
hippocampal slices only at low ammonia concentrations (0.1-1 mM) (FIG. 1A). No

changes on S100B secretion were observed in cortical slices independent of the



39

ammonia amount (FIG. 1B). The treatment did not affect the slice viability seen at the
highest concentration (10 mM) with MTT reduction or NR incorporation, neither
cellular integrity with LDH activity (TABLE 1).

Since ammonia causes a toxic effect mainly in astrocytes cells (Norenberg et al.,
2009), we also investigated alterations in other parameters of astrocyte activity in
hippocampal slices (FIG 2). The glutamate uptake was significantly reduced and this
effect was dose-dependent (FIG. 2A). As glutathione is mainly synthesized by
astrocytes in the CNS, we measured the intracellular content of GSH in hippocampal
slices and it was found a significantly reduction of this peptide by the exposure to
ammonia at concentrations from 0.1 to 5 mM, but, surprisingly, not at 10 mM (FIG.
2B). GS activity was evaluated, for the first time, in hippocampal slices submitted to
different doses of ammonia, showing not significant changes (FIG. 2C).

We used a urease treatment to induce hyperammonemia in young rats (30 days
old) to see, in this case, the in vivo effect of acute elevation of ammonia in the whole
animal body. The i.p. injection of urease (33U/Kg) induced a twofold higher elevation
of plasma ammonia (0.138 + 0.022) as compared to the basal level (0.062 = 0.002) 24 h
after the last injection (FIG. 3). No changes were observed in serum TGO and TGP
activities (TABLE 2), suggesting that these animals failed to develop hepatic
impairment.

As we observed a difference in the secretion of S100B in the hippocampus and
cortex in the ex vivo results (FIG. 1) we evaluated the content of this protein in the same
structures of the animals injected with urease (FIG. 4). Nevertheless, there were not
changes in S100B content in any of the regions (FIG. 4 A, B). However, we observed

significantly increased S100B levels in CSF (FIG. 5B) but not in serum (FIG. 5B). We
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also measured the intracellular S100B content in adipose tissue, an extra cerebral source
of this protein, but any change was observed (data not shown).

When we analyzed other parameters of astrocyte activity in the hippocampus of
urease treated rats we did not observe significant changes in glutamate uptake (FIG.
6A), neither in GSH content (FIG. 6B), although there was a clear trend (p < 0.10) of
reduction in both parameters. The GS activity was unchanged (FIG. 6C), in agreement
with the in vitro experiment on hippocampal slices previously shown (FIG. 2C).

In order to evaluate the activation of astrocytes in different brain regions in
urease treated rats, we measure GFAP content. The result shows an increase in GFAP
content in hippocampal (FIG. 7A), but any change was observed in cortical region (FIG.

7B).

Discussion

S100B protein has been widely reported as a marker of cerebral damage, it was
found elevated in serum, in CSF and even in urine from patients with brain damage and
neurodegenerative diseases (Gazzolo et al., 2003; Goncalves et al., 2008; Rothermundt
et al., 2003). This protein has been already associated with the neuropsychiatric disease
of HE, as it is increased in serum of patients with fulminant hepatitis and cirrhosis, as
well as in animal model of HE (Isobe-Harima et al., 2008; Saleh et al., 2007; Wiltfang
et al., 1999). Nevertheless, few studies have shown the direct effect of ammonia on
S100B secretion in the CNS. In this work, contrary to expectations, we found a decrease
on S100B secretion in hippocampal slices exposed to ammonia at concentrations lower
than 1 mM, and no changes in cortical slices.

The mechanism by which S100B is secreted has not yet been elucidated.

Nevertheless, several regulating molecules of S100B secretion have been identified,
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such as IL-1p (de Souza et al., 2009; Sheng et al., 1996), glutamate (Goncalves et al.,
2002; Gursoy and Buyukuysal, 2010) and even ammonia in cultured astrocytes and C6
glioma cells exposed to high concentrations of this ion (Bobermin et al., 2012; Leite et
al., 2006). However, in a model of brain slices is found a diversity of cell types that
interact with each other in response to a given stimulus. Therefore, elevated ammonia
concentrations also affect other cell types which can release factors that regulates and
stimulates astrocytes S100B secretion in a different way than isolated astrocytes
exposed to ammonia. In fact, similar effect on S100B secretion was seen in astrocytes
culture and hippocampal slices submitted to an inflammatory stimulus by LPS (Guerra
etal., 2011).

It has been suggested that the increase in extracellular ammonia induces
activation of NMDA glutamate receptors, inducing Ca’* entry into the cell (Kosenko et
al., 2000). Interestingly, the increase in intracellular Ca** stimulates the S100B secretion
in cell culture (Davey et al., 2001). However, Ca®* entry via NMDA receptor does not
seem to regulate the S100B secretion, whereas incubation of hippocampal slices with
Mg?* free medium (in order to unlock the NMDA-R) did not altered S100B secretion
(Nardin et al., 2009). Accordingly, NMDA (or other glutamate ionotropic agonists) did
not affect the S100B secretion in cultured astrocytes (Tramontina et al., 2006). This
would explain the absence of increase on extracellular S100B content in hippocampal
slices.

The decrease of extracellular S100B content observed in hippocampal slices
may be indicative of neurotoxicity caused by ammonia, considering that S100B can act
as a neurotrophic compound in the extracellular space. Several studies showed that this
protein acts by stimulating the survival of neurons against toxic stimuli such as

glutamate and staurosporine (Ahlemeyer et al., 2000), as well as the 3-amyloid peptide
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(Businaro et al., 2006). This action appears to involve the activation of the receptor
RAGE and anti-apoptotic factor Bcl-2 (Donato et al., 2009; Huttunen et al., 2000).
Therefore, a decrease in the levels of this protein in the extracellular space can result in
a reduction of neuronal protection and the consequent worsening of ammonia toxicity.

The ammonia incubation induced a different effect on extracellular S1I00B
content depending on the brain region. In fact we observed a reduction in extracellular
content of S100B only in the hippocampus and, any change in cortex slices, which can
be explained by the heterogeneity of astrocytes in different brain regions (Wang and
Bordey, 2008). According to this, our group had already observed differences in content
and basal secretion of S100B in cultured astrocytes from different brain regions,
suggesting that regulation of S100B secretion can be modulated by distinct mechanisms
in hippocampal and cortical astrocytes (Pinto et al., 2000).

We found no significant variation in intracellular content of S100B in cortex or
hippocampus in vivo model of hyperammonemia. We must notice that there is not
always a link between expression and secretion of this protein (Goncalves et al., 2008).
In agreement with this, an increase of S100B secretion was recorded in astrocytes
cultured exposed to high ammonia concentrations, with no change in the intracellular
content (Leite et al., 2006).

On the other hand, a significant increase in S100B was observed in CSF of rats
injected with urease, which indicates that different brain structures may be involved.
The hippocampus and the cortex does not appear to contribute as sources of S100B,
since direct exposure of ammonia in brain slices model did not induce an increase in the
extracellular medium. This elevation in S100B CSF concentration could be interpreted
as a signal of astrocytic activation as it has been proposed in many brain injury

(Rothermundt et al., 2003).
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It is often assumed that the increases in S100B CSF concentration induces an
elevation in serum S100B, interestingly, in our experiments serum S100B was not
changed. In fact, this relationship is not always true and a recent study has shown the
same pattern in rats submitted to an inflammatory stimulus by LPS (Guerra et al.,
2011). Since we did not find any changes in serum S100B with hyperammonemic
induction we suggest that the elevation on serum S100B, found in cirrotic patients or in
HE animal model, could be the result of other toxins released in these conditions
besides ammonia per se. However, other sources of serum S100B, like adipocytes,
cannot be rule out (Goncalves et al., 2010) . Nevertheless, this does not seem to be the
case of our hyperammonemic rats, since we did not find differences in adipose tissue
S100B content (data not shown).

Damage in astrocytes function has been linked with HE progression (Norenberg
et al., 2009). In our results we show that the astrocyte glutamate up take in synaptic cleft
is reduced in a dose dependent manner in hippocampal slices induced by ammonia, as
had been reported by Schmidt, et al. (1990) with the glutamate non-metabolizable
analogue D-aspartate. The commitment in glutamate up take it has also been reported in
vitro (Chan and Butterworth, 1999; Schmidt et al., 1990) and in vivo hiperamonemic
condition (Knecht et al., 1997). In urease treated rats was seen a trend in reduction in
glutamate uptake, but it was not statistically significant.

Due to a reduction in glutamate uptake, several studies with animal models of
hyperammonemia and liver dysfunction showed an increase of extracellular glutamate.
This seems to activate NMDA glutamate receptors causing a neurological disorder, and
this effect is blocked by NMDA antagonist (Braissant et al., 2012; Felipo and
Butterworth, 2002). Interestingly, glutamate has already been shown as a down

modulator of S100B secretion in hippocampal astrocytes (Tramontina et al., 2006).
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Therefore, an increase of extracellular glutamate caused by ammonia could also be
contributing to reduced S100B secretion observed in this work. However this matters
requires further investigation.

We also found a significant GSH content decrease on hippocampal slices in
acute exposure to ammonia, at concentrations of 0.1-5 mM and a decrease tendency in
hippocampal of urease treated rats, which corroborates with the reduction in GSH /
GSSG ratio observed in total brain extract of hyperammonemic rats (Kosenko et al.,
1999). In fact, an increase of reactive oxygen species (ROS) was observed in cultured
astrocytes exposed to high concentrations of ammonia (Murthy et al., 2001; Norenberg
et al., 2007) and in rat brain with acute and chronic liver dysfunction (Bemeur et al.,
2010). Nevertheless, some studies shows inconsistent results in GSH content (Gegg et
al., 2003; Murthy et al., 2000; Viegas et al., 2012). This variation may be due to
variations in cerebral region used in each study (Singh et al., 2008). Thus, we show here
that at least the hippocampal region appears to be sensitive to oxidative effects produced
by ammonia.

There were not changes in GS activity in ammonia exposure hippocampal slices
neither in the hippocampus of urease treated rats. This result had already been observed
in hyperamonemics rats, but in total brain extracts (Cooper and Lai, 1987; Lavoie et al.,
1987a) and never in isolated hippocampal structure. No change or decrease in GS
activity, has already been observed in other studies (Bobermin et al., 2012; Leite et al.,
2006; Suarez et al., 2002), maybe because GS in brain works near to its maximal
capacity under physiological conditions (Felipo and Butterworth, 2002). Alternatively,
ammonia leads to an increase of nitric oxide production and GS nitration/inactivation

can occurs (Schliess et al., 2002).
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The GFAP content was assessed in urease injected rats, showing a significant
increase in the hippocampal region, and no change in cerebral cortex. Again, this
variation seems to be a region specific result, since some studies have reported a
reduction in cultured astrocytes (Leite et al., 2006) and whole brain (Belanger et al.,
2002), however others showed an increase tendency in the content of this protein in
cerebellar astrocytes in a model of HE rats (Kril et al., 1997). The increase of GFAP can
be interpreted as an astrogliosis, which occurs in a number of conditions involving brain
damage (Eng et al., 2000). Furthermore, it may be involved in the process of
neuroinflammation as already reported in patients with HE (Montoliu et al., 2009). This
work shows for the first time the change of GFAP in the hippocampal region, induced
by intraperitoneal urease injection, showing greater susceptibility of this structure under
a stimulus with ammonia, contributing to the neuropsychological impairments observed

in HE.

Conclusions

This study evaluates for the first time the S100B extracellular content in a ex vivo
model of brain slices under direct exposure to ammonia. We show here that there is a
regulation/secretion of S100B protein differently in hippocampus and cortex regions.
There are probably other areas, rather than hippocampus and cerebral cortex, most
sensitive to the effects of ammonia, which may contribute to the observed increase in
S100B CSF in hyperammonemic rats induced by urease. Furthermore, other parameters
of astrocyte activity, such as glutamate uptake and GSH content were altered by in vitro
ammonia exposure. In addition, hippocampal GFAP was increased in urease treated

rats. All these changes were shown in hippocampal region, a structure that appears to be
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quite sensitive to the effects of ammonia contributing for the neuropsychiatric disorders

seen in HE patients.
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Appendices

Table 1. Ammonia does not affect cell viability and integrity of acute hippocampal
slices.

Control NH,CI 10mM
LDH (U.L) 38.2+7.8 32450
MTT (absorbance) 0.263+0.01 0.264+0.02
NR (absorbance) 0.224+0.04 0.226+0.05

After a metabolic recovery period, hippocampal and cortical slices from adult Wistar
rats were exposed to ammonia at 10 mM and after 30 min of treatment hippocampal
slices were incubated with MTT or neutral red (NR). For integrity cell evaluation the
medium was collected and extracellular LDH activity was measured after 1 h of
treatment with 10 mM ammonium chloride in hippocampal and cortical slices. Each
value is the mean (z standard error) of at least 5 independent experiments performed in

triplicate. Statistical analysis was performed by Test T * indicates p<0.05.

Table 2. Urease i.p. injection did not induce hepatic impairment

Control Urease
TGO 164.2+11.1 167.5+12.1
TGP 98.3+4.8 93.448.5

Rats were daily intraperitoneal injected with urease (33U/Kg) for 4 days. The blood
samples were collected by intracardiac puncture 24 h after the last injection and TGO
and TGP activities were measured by a commercial kit. Each value is the mean (x
standard error) of 5 independent experiments (animals) per group. Statistical analysis

was performed by Test T * indicates p<0.05.
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Figure legends

Fig. 1. Effect of ammonia on S100B extracellular content in acute hippocampal and
cortical slices. Hippocampal (A) and cortical slices (B) from adult Wistar rats were
obtained using a Mcllwain chopper. After a metabolic recovery period, slices were
exposed to ammonia (from 0.1- 10 mM) and the extracellular content of S100B was
measured by ELISA at 1 h. Each value is the mean (+ standard error) of at least five
independent experiments performed in triplicate and expressed as percentage of control.
Means indicated by different letters are significantly different (one way ANOVA

followed by Duncan’s test, with a significance level of p < 0.05).

Fig. 2. Ammonia compromise astrocyte function in hippocampal slices. Hippocampal
slices from adult Wistar rats were obtained using a Mcllwain chopper. After a metabolic
recovery period, slices were exposed to ammonia (from 0.1- 10 mM) and the following
procedures were done after 1 h of treatment: (A) glutamate uptake was measured during
five minutes by radiometric [*H] glutamate assay; (B) GSH content was measured by a
fluorimetric assay and (C) glutamine sinthetase activity was measured by colorimetric
assay. Each value is the mean (+ standard error) of at least five independent experiments
performed in triplicate. Means indicated by different letters are significantly different

(one way ANOVA followed by Duncan’s test, with a significance level of p <0.05).

Fig. 3. Urease injection induced hyperammonemia rats. Rats were daily intraperitoneal
injected with urease (33U/Kg) for 4 days. Blood samples were collected by intracardic
puncture 24 h after the last injection and ammonia levels were measured by a
commercial kit. Each value is the mean (x standard error) of 5 independent rats per

group. Statistical analysis was performed by Student t test * indicates p<0.05.
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Fig 4. Effect of intraperitoneal injection in rat hippocampal and cortical S100B content.
Rats were daily intraperitoneal injected with urease (33U/Kg) for 4 days. After 24 hours
of the last injection rats were killed by decapitation and brain was dissected. S100B
content was measured by ELISA in hippocampal (A) and cortical (B) region. Each
value is the mean (z standard error) of 5 independent rats per group. Statistical analysis

was performed by Student t test * indicates p<0.05.

Fig. 5. Urease intraperitoneal injection induce increase levels of S100B in cerebrospinal
fluid (CSF), but not in serum. Rats were daily intraperitoneal injected with urease
(33U/KQ) for 4 days. After 24 h of the last injection, blood was collected by intracardic
puncture (A) and cerebrospinal fluid by magna puncture (B). Each value is a mean (=
standard error) from 5 rats per group. Statistical analysis was performed by Student t

test * indicates p<0.05.

Fig. 6. Effect of hyperammonemia on astrocyte function in hippocampus of urease
treated rats. Rats were daily intraperitoneal injected with urease (33U/Kg) for 4 days.
After 24 h of the last injection rats were killed by decapitation and hippocampus brain
dissected. (A) glutamate uptake was measured during five minutes by radiometric [3H]
glutamate assay; (B) GSH content was measured by a fluorimetric assay and (C)
glutamine sinthetase activity was measured by colorimetric assay. Each value is a mean
(% standard error) from 5 rats per group. Statistical analysis was performed by Student t

test * indicates p<0.05.
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Fig. 7. Hippocampal but not cortical GFAP content is increased in urease treated rats.
Rats were daily intraperitoneal injected with urease (33U/Kg) for 4 days. After 24 h of
the last injection rats were killed by decapitation and brain was dissected. GFAP was
measured in hippocampus (A) and cortex (B) region by ELISA. Each value is a mean (x

standard error) from 5 rats per group. Statistical analysis was performed by Student t

test * indicates p<0.05.
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Figure 5
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Figure 7
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Highlights

Ammonia exposure induces variation on S100B secretion in a region specific
manner.
Urease treated rats show an increase in S100B CSF content, but not in serum.

Astrocyte functions are altered in hyperammonemia conditions in hippocampus.
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3. Discussao

3.1. Efeito da am6nia sobre a S100B

A S100B tem sido muito indicada como uma proteina marcadora de dano cerebral,
estando elevada no soro de pacientes com doengas neurodegenerativas e até mesmo na
urina de pacientes ap6s um dano cerebral (Gazzolo et al., 2003). Por este motivo vem
sendo considerada um potente marcador para o diagnostico dessas patologias
(Rothermundt et al., 2003).

A S100B ja foi relacionada com a Encefalopatia Hepética (HE), visto que estd
aumentada no soro desses pacientes com hepatite fulminante e cirrose, assim como em
modelo animal de HE. (Isobe-Harima et al., 2008; Saleh et al., 2007; Wiltfang et al.,
1999). Considerando-se que poucos estudos mostraram o efeito direto da amonia sobre
a S100B no SNC, avaliou-se neste trabalho se fontes cerebrais poderiam estar
contribuindo para o aumento do contelido desta proteina visto no soro dos pacientes
cirroticos ou em modelo animal de HE. De forma a simular uma hiperamonemia ex
vivo, fatias hipocampais e corticais foram expostas a uma curva de concentracdo de
amonia (em torno das concentracdes encontradas fisiologicamente), e foi avaliado o
contetdo extracelular de S100B. Ao contrério do esperado, foi encontrada uma reducéo
nos niveis extracelulares de S100B nas concentragBes mais baixas de aménia (0,1-1
mM) em fatias hipocampais, sem alteragdo em fatias corticais.

E importante destacar que no modelo ex vivo existe ndo so astrécitos, mas também
neurdnios e outras células gliais que poderiam estar captando a S100B liberada pelos
astrécitos contribuindo para reduzir as concentracdes extracelulares desta proteina.

Logo, a diminuicdo do contelddo de S100B extracelular, observado nas fatias
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hipocampais expostas a amoénia, ndo necessariamente indicaria uma variacdo na
secrecdo desta proteina pelos astrdcitos, mas sim, o resultado da secregdo pelos
astrocitos e captacdo da S100B por outros tipos celulares. No entanto, como ainda ndo
se conhece um receptor especifico para esta proteina e também o mecanismo pelo qual a
S100B é captada, torna-se dificil avaliar esta opcéo. Sabe-se que a S100B induz varios
dos seus efeitos neurotroficos e apoptoticos atraves do receptor de produto de glicacéo
avancada (RAGE), no entanto a via de sinalizagdo ainda ndo é bem compreendida
(Bianchi et al., 2010; Donato, 2003).

Da mesma forma o mecanismo pelo qual a S100B é secretada ainda ndo é bem
elucidado. Apesar disso, varios moduladores da secrecdo de S100B tém sido
identificados, como a IL-1p (Sheng et al., 1996), o glutamato (Goncalves et al., 2002) e
até mesmo a amodnia em cultura de astrocitos e linhagem C6 expostas a altas
concentragdes deste ion (Bobermin et al., 2012; Leite et al., 2006). Esse ultimo dado se
contrapde aos nossos resultados, se considerarmos que estejamos tendo uma reducéo na
secre¢do de S100B no nosso modelo frente a um estimulo hiperamonémico. Essa
divergéncia pode ser explicada devido a uma regulacdo diferenciada na secregdo desta
proteina nos astrocitos das fatias hipocampais, quando comparados aos astrdcitos
isolados em cultura expostos & amonia. Em um modelo de fatias cerebrais é encontrado
uma diversidade de tipos celulares, como astrécitos, neurdnios, oligodendrécitos e
microglia, que interagem e participam em conjunto na resposta a dado estimulo. Logo,
um aumento de amdnia também pode afetar outros tipos celulares, além dos astrécitos,
secretando fatores que podem regular e estimular de uma forma diferenciada a secre¢ao
desta proteina no astrocito das fatias hipocampais. De fato, um resultado similar foi
encontrado em relagdo a secrecdo de S100B em cultura de astrécitos e fatias

hipocampais submetidas a um estimulo inflamatério por LPS (Guerra et al., 2011).
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Tem sido sugerido que o aumento de amonia extracelular induz a ativacdo de
receptores de glutamato NMDA, provocando a entrada de Ca** para dentro da célula
(Kosenko et al., 2000). Interessantemente, 0 aumento de Ca?" intracelular estimula a
secrecdo da protefna S100B em cultura de células (Davey et al., 2001). Porém, o Ca?*
que entra via receptor NMDA néo parece regular a secre¢cdo de S100B, visto que a
incubagéo de fatias hipocampais com meio livre de Mg®* (de forma a desbloquear o
NMDA-R) ndo provocou alteracdo da secregdo de S100B (Nardin et al., 2009).
Concordando com isso, NMDA (ou outros agonistas ianotropicos glutamatérigicos) ndo
afetou a secrecdo de S100B em cultura de astrdcitos (Tramontina et al., 2006). Isso
justificaria a auséncia de aumento na secrec¢éo de S100B nas fatias hipocampais.

No modelo ex vivo observamos uma variagdo regido especifica com relacdo a
secrecdo de S100B, visto que no cortex ndo ocorre alteracdo e no hipocampo ocorre
uma reducdo no conteldo extracelular de S100B sob o estimulo com amdnia. Os
astrocitos se caracterizam pela sua heterogeneidade apresentando diferentes origens,
morfologia e até mesmo diferencas na regulacdo da expresséo de proteinas (Wang and
Bordey, 2008). Isso pode contribuir para uma resposta distinta frente alguns estimulos
dependendo da regido e o microabiente em que esta célula se encontra. Corroborando
com isso, um trabalho de nosso grupo observou nitidas diferengas no conteldo e
secrecdo basal da S100B em cultura de astrocitos de diferentes regides cerebrais,
sugerindo que a regulacdo da secre¢do de S100B é modulada por mecanismos distintos
nos astrocitos, dependendo da regido cerebral (Pinto et al., 2000).

Uma reducdo no contetdo de S100B induzida pelas doses iniciais de aménia nas
fatias hipocampais pode ser um indicativo da neurotoxicidade provocada pela amonia,
tendo visto que a S100B pode atuar como um composto neurotréfico no espaco

extracelular. Estudos mostram que esta proteina atua estimulando a sobrevivéncia dos
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neurdnios contra estimulos toxicos, como o glutamato e estaurosporina (Ahlemeyer et
al., 2000), assim como o peptideo B-amildide (Businaro et al., 2006). Esta acdo parece
envolver a ativacdo do RAGE e do fator anti-apoptético Bcl-2 (Donato et al., 2009;
Huttunen et al., 2000). Além disso, esta proteina induziu o crescimento de neuritos e
regeneracdo neuronal visto tanto in vitro (Winningham-Major et al., 1989), quanto in
vivo (Haglid et al., 1997), promoveu a sobrevivéncia de neurdnios hipocampais apés a
privacdo de glicose (Barger et al., 1995) e estimulou a proliferagdo de uma linhagem de
astrocitos (Selinfreund et al., 1991). Logo, uma diminuicdo da concentracdo desta
proteina no espago extracelular pode implicar em uma reducédo da protecdo neuronal e o
conseguente agravamento da toxicidade da amonia.

Uma caracteristica marcante da toxicidade da aménia é o inchago astrocitico
caracteristico no cérebro de pacientes com HE. Alguns trabalhos demonstraram que a
expressdo de AQ-4, canal que regula a entrada de &gua na célula, estd diminuida em
cultura de astrocitos expostas a altas concentragdes de amdnia (Chastre et al., 2010) e
em ratos com disfungdo aguda do figado (Desjardins et al., 2001). Interessantemente, a
S100B parece estimular a expressdo de AQ-4 (Verkman et al., 2006). Logo, uma
diminuicdo nos niveis extracelulares de S100B, como visto neste trabalho, pode fazer
com que a expressdo de AQ-4 ndo seja induzida, auxiliando na regulacdo do balango
hidrico da célula e, consequentemente controlando o inchago dos astrocitos. Porém,
mais estudos s@o necessarios para confirmar essa hipotese.

Ao contrario das concentragBes mais baixas de amonia, niveis mais altos (5 e 10
mM) ndo provocaram alteracdo no contetdo extracelular de S100B, igualando-se aos
niveis basais nas fatias de hipocampo. Isso pode ser explicado devido a uma mudanca
na regulacdo da secrecdo da S100B induzida por doses mais altas da amonia. Ou ainda,

pode estar ocorrendo um menor consumo da S100B pelos diferentes tipos celulares
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presentes na fatia. A captacdo de S100B pode estar reduzida apds um estimulo
altamente toxico provocado pelas altas concentrages de amonia.

Tendo visto que uma exposicao aguda a aménia induziu diferentemente o conteido
extracelular de S100B nas fatias de cortex e hipocampo, investigamos o contetdo desta
proteina nas mesmas regides de ratos submetidos a uma injecdo i.p de urease. Este
modelo nos permite ver a acdo da hiperamonemia em um sistema mais parecido ao que
ocorreria fisiologicamente, atuando no corpo como um todo. No entanto, ndo foi
observada nenhuma variacdo significativa em relacdo ao conteddo intracelular da
S100B no hipocampo e cortex. E importante ter cuidado na interpretacdo deste
resultado, uma vez que nem sempre existe relacdo entre expresséo e secrecdo desta
proteina (Goncalves et al., 2008). Um aumento na secre¢do de S100B foi registrado em
cultura de astrocitos submetidos a altas concentragdes de amonia, sem que haja
alteracdo no conteudo intracelular (Leite et al., 2006). Da mesma forma, uma
diminuicdo da S100B extracelular foi observada em cultura de astrdcitos ou liquor de
ratos ap0s a exposicdo de B-hidroxibutirato ou corpos cetdnicos, respectivamente, sem
alteracdo no conteldo intracelular ou cerebral desta proteina (Leite et al., 2004; Ziegler
et al., 2004). Logo, uma auséncia de alteracéo no contetido intracelular da S100B, como
visto neste trabalho, ndo estd necessariamente associada com variagcdes locais da
secre¢do desta proteina.

Quando avaliado o contetudo de S100B no soro dos ratos injetados com urease ndo
foi registrado alteracdo em comparagdo com os controles. Entretanto, um aumento
significativo foi observado no liquor dos animais hiperamonémicos. Este resultado nos
indica que fontes de S100B do encéfalo possam estar contribuindo para o aumento da
concentragdo desta proteina encontrada no liquor. Provavelmente as regiGes

hipocampais e corticais ndo estéo servindo de fonte para esse aumento de S100B ja que
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no trabalho ex vivo a exposicdo direta de amonia ndo provocou um aumento desta
proteina no meio extracelular nessas duas regides. E possivel que a amdnia esteja
causando um aumento da secrecdo desta proteina em astrocitos de outras regides
cerebrais, ou ainda possa estar induzindo um dano celular em regides mais sensiveis aos
efeitos toxicos da amdnia, que acabam por extravazar o conteido interno, contribuindo,
entdo, para o aumento de S100B no liquor. Porém, mais pesquisas S&0 necessarias para
confirmar estas especulagdes.

Um aumento de S100B no liquor tem sido proposto como um marcador de leséo
cerebral e tem sido interpretado como um sinal de ativacdo astrocitica (Rothermundt et
al., 2003). Além disso, tem sido assumido que a S100B no liquor atravessa facilmente a
BHE, aumentando as concentra¢Ges periféricas de S100B no sangue, e que isso Seria
indicativo de lesdo cerebral. No entanto, nem sempre esta relagdo existe em situagdes
fisiopatoldgicas, como ocorrido por exemplo neste estudo, onde houve alteracdo no
liquor, porém ndo no soro. Logo, um intenso debate tem sido desenvolvido,
principalmente porque existem outras fontes extra-cerebrais de S100B que podem
contribuir para um aumento de S100B no sangue (Goncalves et al., 2008). Portanto, a
relacdo entre um aumento de S100B no liquor e o consequente aumento desta proteina
no soro nem sempre é verdadeira. De fato, outras pesquisas avaliaram 0 mesmo aspecto
sob outros estimulos toxicos, como por exemplo, um aumento de S100B no liquor, sem
alteracdo no soro de ratos submetidos a um estimulo inflamatério por LPS (Guerra et
al., 2011).

Ao contrario de resultados da literatura que mostram um aumento de S100B no soro
de pacientes cirrdticos ou em ratos intoxicados com acetaminofeno, como modelo de
HE (Isobe-Harima et al., 2008; Saleh et al., 2007; Wiltfang et al., 1999), néo

observamos alteragdo no nosso modelo de hiperamonemia. Isso indica que outros
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fatores, além da amdnia, podem contribuir para o aumento de S100B registrado no soro,
uma vez que os outros modelos dispdem de um dano hepético, o que provoca 0 aumento
de outros compostos toxicos aléem da amodnia, como por exemplo, 0 manganés,
mercaptanos e acidos graxos de cadeia curta que podem causar um efeito adicional na
toxicidade da amonia (Felipo and Butterworth, 2002).

E importante destacar que 0 aumento nos niveis séricos de S100B ndo pode ser
considerado de fonte exclusivamente cerebral, visto que a S100B também pode ser
produzida por fontes extracerebrais como adipécitos, tecido adiposo marrom,
condrdcitos e melandcitos (Donato, 2001). No entanto, apenas os adipdcitos parecem
secretar esta proteina sem depender de morte celular (Anderson et al., 2001; Goncalves
et al., 2010). Desta forma, é importante ter cautela na interpretacdo dos niveis elevados
desta proteina no soro, uma vez que outras células periféricas podem contribuir para
este aumento. Contudo, isso ndo parece ser o0 caso dos ratos injetados com urease neste
trabalho, uma vez que ndo foi observado alteragdo no soro. Da mesma forma, o
contetdo intracelular de adipdcitos ndo variou nos ratos hiperamonémicos apos a
injecdo com urease, porém nada se sabe sobre a secrecdo desta proteina nestas células

sob um estimulo de hiperamonemia.

3.2. Efeito da aménia sobre as fun¢des astrociticas

Os astrécitos sdo importantes células do SNC que atuam na manutencdo do
ambiente extracelular para os neurdnios, assim como possuem participagdo ativa nas
sinapses liberando neurotransmissores e regulando o fluxo sanguineo (Wang and

Bordey, 2008). Um desbalanco nas funges astrociticas esta relacionado com uma série
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de doencas neurodegenerativas, como na doenca de Alzheimer, Parkinson, e inclusive,
na Encefalopatia Hepéatica (Khandelwal et al., 2011; Norenberg et al., 2009).

O modelo ex vivo permite o estudo destas células preservando as interagdes com
outros tipos celulares adjacentes, mantendo muitas conexdes que ocorrem
fisiologicamente, como funges sinépticas (Li and Mc, 1957) e comunicacéo por juncdo
gap (Nagy and Li, 2000). Esta arquitetura celular permite que as células respondam de
uma maneira integrada, descartando as limitacBes da resposta de células isoladas em
cultura.

A funcdo classica dos astrocitos de captar o glutamato da fenda sinéptica esta
comprometida em astrocitos e fatias cerebrais submetidas a altas concentragbes de
amodnia (Chan and Butterworth, 1999; Schmidt et al., 1990), assim como no cortex
frontal de ratos com desvascularizagdo hepética (Knecht et al., 1997). A maioria dos
trabalhos avaliou a captacdo de glutamato na regido cortical, no entanto poucos estudos
evidenciam este comprometimento na regido hipocampal. Neste trabalho ocorreu uma
reducdo dose-dependente na captacdo de glutamato, como ja havia sido relatado por
Schmidit, et al. (1990) com o analogo ndo metabolizivel de glutamato, D- aspartato.
Nos ratos com inje¢éo i.p de urease houve apenas uma tendéncia a redugdo, porém nédo
foi significativo.

Essa diminuicdo da captacdo de glutamato observado no experimento ex vivo pode
ser devida a reducédo da expressdo e conteido dos transportadores de glutamato, EAAT-
1 j& observada em culturas de astrocitos expostas a altas concentracfes de amonia (Chan
and Butterworth, 1999), e EAAT-2, em ratos com hiperamonemia provocados por uma
desvascularizagdo hepatica (Knecht et al., 1997). Nas duas situacdes, a redugdo dos
transportadores foi acompanhada de uma diminuigdo da capacidade de transportar o

analogo ndo metabolizivel D-aspartato (Butterworth, 2002).
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Devido a esta diminuigdo dos transportadores de glutamato, diversos trabalhos com
modelos animais de hiperamonemia e disfuncéo do figado evidenciam um aumento de
glutamato extracelular (Felipo and Butterworth, 2002). Dessa forma, este aumento
parece superativar os receptores de glutamato NMDA, provocando disfungdes
neuroldgicas. De acordo com esta possibilidade, uma série de trabalhos ja relatou efeitos
benéficos do antagonista de NMDA prevenindo os efeitos tdxicos da amonia
(Butterworth, 2002; Hermenegildo et al., 1996).

Além de uma diminuigdo de sua expressdo, os transportadores de glutamato podem
também sofrer inibicdo por um dano oxidativo, contribuindo ainda mais para 0 aumento
de glutamato extracelular. A elevacdo de EROs pode ser induzida pela superativagéo
dos receptores NMDA (gerado pelo excesso de glutamato extracelular) provocando um
aumento da entrada de Ca’* no espaco intracelular tanto de neurdnios quanto de
astrécitos. O aumento deste ion, por sua vez, ird ativar enzimas oxidativas, como a
NOS, gerando um aumento de EROs intracelular. Deste modo, os transportadores de
glutamato podem ser oxidados diminuindo a captacdo de glutamato, gerando um ciclo
vicioso, ja que mais glutamato ficard acumulado na fenda sinaptica, superativando mais
receptores NMDA (Trotti et al., 1998).

Interessantemente, resultados anteriores do nosso laboratorio mostraram que a
incubagdo de astrocitos hipocampais com altas concentracGes de glutamato provoca
uma reducdo na secre¢do de S100B em 1 hora de tratamento (Tramontina et al., 2006),
mostrando que o glutamato é um importante modulador desta proteina. Logo, um
aumento de glutamato extracelular provocado pela amonia poderia também estar
contribuindo para a reducdo da secregcdo de S100B obervada neste trabalho. No entanto,

para sustentar esta hipétese seria necessario confirmar se o glutamato extracelular
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estaria aumentado por uma inibicdo na sua captagdo, como ja verificado nas fatias
hipocampais.

A reducdo no contetdo do principal antioxidante cerebral, a glutationa, ocorre em
uma série de doencas neurodegenerativas, resultando no dano celular pelo aumento de
EROs (Valko et al., 2007). Neste trabalho encontramos uma diminuigéo significativa de
GSH na exposicdo aguda de amonia, nas concentragdes entre 0.1-5 mM em fatias
hipocampais. Apesar de ndo ter tido significAncia, foi encontrado também uma
tendéncia a redugdo no hipocampo dos ratos com hiperamonemia induzida por urease.
Estes resultados corroboram com a diminuigdo na razdo GSH/GSSG observada em ratos
com injecdo i.p. de cloreto de amdnio no extrato de cérebro total (Kosenko et al., 1999).
Apesar disso, outros trabalhos mostram uma nédo alteracdo no contelido de GSH no
cortex e cerebelo de ratos com inducdo de hiperamonemia (Singh et al., 2008; Viegas et
al., 2012) ou até mesmo um aumento no contelldo de GSH em cultura de astrocito frente
a um estimulo com aménia (Gegg et al., 2003; Murthy et al., 2000).

Esta variacdo nos resultados no conteddo de GSH pode ser devido a avaliacdo deste
pardmetro em diferentes modelos e areas do cérebro. De acordo com isso, Singh e
colaboradores (2008) observou uma redugdo das enzimas antioxidantes, como SOD,
catalase, glutationa peroxidase e redutase, em ratos com injegdo i.p de cloreto de
amonia, porém com uma maior sensibilidade na regido cerebelar em comparacdo com a
cortical, uma vez que os niveis de lipoperoxidagdo foram maiores no cerebelo. Isto
evidéncia que diferentes &reas cerebrais apresentam variacdo na susceptibilidade aos
efeitos oxidativos da amonia. Uma redugdo no conteddo de GSH nunca havia sido
avaliada no hipocampo, mostrando que esta regido parece ser bastante sensivel aos
efeitos da amdnia, contribuindo para os sintomas neurotéxicos observados na doenga de

HE.
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A diminuicdo encontrada no contelido de GSH pode ocorrer devido a um aumento
do seu consumo por uma maior producdo de EROs induzida pela alta concentragdo de
amonia. Isso também foi observado em cultura de astrocitos expostas a altas
concentracdes de amonia (Murthy et al., 2001; Norenberg et al., 2007) e em ratos com
disfuncdo aguda e cronica do figado (Bemeur et al., 2010).

Evidéncias suportam que os astrocitos sdo a principal fonte de EROs sob condicdes
de HE (Schliess et al., 2006). Uma inibicdo da glutamina sintetase, principalmente
abundante em astrocitos, previne a nitracdo de proteinas em ratos hiperamonémicos
(Schliess et al., 2002). Além disso, andlises imunoistoquimicas encontraram uma
colocalizagéo de 3-nitrotirosina com glutamina sintetase e GFAP em fatias cerebrais de
ratos com hiperamonemia induzida (Bemeur et al., 2010; Schliess et al., 2002). Logo,
provavelmente a diminuicdo no contetdo de GSH observado nas fatias hipocampais
deva-se principalmente a uma diminuicdo do seu contelldo em astrocitos, uma vez que
estas parecem ser as células mais afetadas pelos estimulos oxidativos da amdnia, além
de serem as células gliais em maior abundancia no cérebro e, consequentemente, nas
fatias hipocampais.

Uma outra possibilidade para a reducdo de GSH observada nas fatias de hipocampo
seria a sua exportagdo dos astrdcitos, maiores produtores deste antioxidante, para 0s
neurdnios, células que dependem de precursores (cisteina e glicina) para a sintese de
GSH. Essa cooperacdo metabdlica entre astrocitos e neurdnios para manter estavel o
balango deste tripeptideo ja foi sugerido por alguns autores (Gegg et al., 2005; Hilgier et
al., 2010; Singh et al., 2008). Culturas de neurdnios expostas ao LPS ficam mais
susceptiveis quando comparadas ao co-cultivo astrécitos-neurdnio, mostrando também
um aumento no contetdo de GSH nos neurdnios nestas condi¢bes (Gegg et al., 2005).

Em concordancia com isso a enzima y-glutamil-cisteina sintetase, também responsével
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pela sintese de GSH na célula ja foi encontrada elevada em astrocitos sob condigBes de
hiperamonemia aguda (Murthy et al., 2000). A enzima que catalisa a quebra deste
tripeptideo, a y -glutamiltranspeptidase (y-GT), também est4 elevada no cérebro de ratos
com HE, indicando que a GSH uma vez no espago extracelular é rapidamente quebrada,
gerando os precursores glicina, cisteina e o dipeptidio cisteina-glicina, que poder&o ser
captados pelos neurdnios para nova sintese de GSH (Hilgier et al., 2010).

Os neurdnios parecem captar a cisteina atraves do transportador de aminoécido
exclusivo do neurénio EAAT-3. Uma inibicdo deste transportador diminui a sintese de
GSH nos neurdnios e 0s deixa mais susceptiveis a insultos de estresse oxidativo in vitro.
(Escartin et al., 2011). Tem sido sugerido que a exportagdo de GSH para o meio
extracelular pode se dar através de hemicanais (canais formados por conexinas ou
panexinas que comunicam o citoplasma ao meio extracelular) em fatias hipocampais
estimuladas pela omissdo de calcio extracelular. Interessantemente, a abertura dos
hemicanais pode ser regulada pela acidificacdo intracelular, variagdo redox e estado
metabdlico, situacdes estas ja relacionadas a hiperamonemia (Stridh et al., 2008).

Surpreendentemente, o contetdo intracelular de GSH permaneceu sem alteracdo nas
fatias hipocampais expostas & maior concentragdo de amonia usada (10 mM). O
aumento na concentracdo de amdnia pode induzir uma mudanga de comportamento em
comparagdo com as concentragdes mais baixas, uma vez que pode ativar ou inibir vias
de sinalizacdo diferentes. Como por exemplo, a inibigdo dos hemicanais por uma
acidificacdo do meio intracelular (Trexler et al., 1999), uma vez que a entrada de NH4"
promove a reducédo do pH intracelular (Bosoi and Rose, 2009). Isso induziria a retencéo
da GSH intracelular, sem que haja a sua exportagdo para o meio extracelular e redugdo
no conteudo intracelular. Contudo, mais estudos so necessarios para confirmar estas

possibilidades.



81

A enzima glutamina sintetase, especialmente abundante nos astrocitos e
particularmente importante na detoxificagdo da amonia no SNC, ndo apresentou
variagdo na sua atividade em fatias hipocampais expostas a curva de amonia nem em
fatias hipocampais de ratos com hiperamonemia sob uma inducdo com urease. Esse
resultado j& havia sido verificado em ratos hiperamonémicos, porém em extratos totais
cerebrais (Cooper et al., 1985; Lavoie et al., 1987b) e nunca apenas na estrutura
hipocampal isolada. A regido onde é medida a atividade desta enzima parece ser
particularmente importante, ja que existe bastante variacdo de resultados na literatura
referentes a este parametro. Diversos trabalhos mostram um aumento ou uma
diminuicdo na atividade desta enzima dependente do modelo e da regido cerebral
(Lavoie et al., 1987a; Leite et al., 2006; Suarez et al., 2002; Yamamoto et al., 1989).
Girard e colaboradores (1993) verificaram uma variagdo regido especifica em sete
estruturas cerebrais, com alteracdo apenas na regido hipocampal, cortical e cerebelar,
sem alteracdo nas outras &reas (Girard et al., 1993). Somando-se a isso, Suarez e
colaboradores (2002) ressaltam que pode haver variagdes em micro-regides dentro de
uma mesma estrutura ja que a atividade da GS parece ser induzida em regides de areas
glutamatérgicas (Suarez et al., 2002). Isso mostra o papel especifico e refinado da GS
em regides sindpticas de forma a reduzir as concentracdes locais de glutamato e amdnia.
Logo, tornam-se bastante confusos e dificeis de serem analisados os resultados em
relacdo & atividade desta enzima.

Seria esperado que houvesse um aumento na atividade desta enzima, uma vez que a
concentracdo de amonia esta elevada na HE e, portanto, esta enzima atuaria de forma a
detoxificar os altos niveis deste ion. Porém, explica-se que a diminui¢cdo ou uma ndo
alteracdo da atividade da GS se daria pela redugéo do substrato glutamato, uma vez que

é menos captado para o espaco intracelular (Chan and Butterworth, 1999; Knecht et al.,
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1997; Schmidt et al., 1990). Outro motivo seria a sua inibi¢do por uma nitragdo, como ja
observado em cultura de astrdcitos e em ratos submetidos a cirurgia de anastomasia de
veia porta cava. O uso do bloqueador do receptor de glutamato, MK-801, previne a
nitracdo e por consequéncia a inibigdo da GS, mostrando o envolvimento do receptor de
glutamato neste processo (Schliess et al., 2002).

A GFAP constitui 0 maior componente de filamentos intermediérios, diferenciando
0s astracitos no SNC. O conteudo desta proteina foi avaliado nos ratos com injecéo i.p
de urease, apresentando um aumento significativo na regido hipocampal, e uma néo
alteracdo no cortex cerebral. Mais uma vez, essa variacdo parece ser regido especifica,
uma vez que alguns trabalhos mostraram uma reducéo em cultura de astrdcitos (Leite et
al., 2006) e cérebro total (Belanger et al., 2002) e outros evidenciam uma tendéncia a
aumento no conteddo desta proteina em astrocitos cerebelares de ratos com
desvascularizagdo hepética (Kril et al., 1997).

Um aumento de GFAP € um forte sinal de astrogliose, 0 que ocorre em uma série de
condi¢bes envolvendo dano cerebral (Eng et al., 2000). Além disso, pode estar
envolvido no processo de neuroinflamagdo, como j& registrado em pacientes com HE
(Montoliu et al., 2009). Este trabalho mostra pela primeira vez a alteracdo de GFAP na
regido hipocampal, evidenciando uma maior susceptibilidade desta estrutura sob um
estimulo com ambdnia, podendo representar uma d&rea altamente afetada na

hiperamonemia, contribuindo para os prejuizos neuropsicolédgicos observados na HE.
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Figura 4: Resumo dos resultados da exposicdo de amonia em fatias de hipocampo: (1) Altas concentracdes de
amonia inibem a captacéo de glutamato que pode provocar a elevacéo deste aminoacido no meio extracelular.
(2) A atividade da GS permanece inalterada, devido a uma menor concentragdo de glutamato intracelular e/ou
uma inibicdo por nitracdo devido ao aumento de NO intracelular. (4) Os niveis de GSH estéo reduzidos por
um aumento de seu consumo, devido a uma maior producdo de EROs. Além disso, pode estar sendo
exportado para 0 meio extracelular de forma a servir de substrato para a producdo de GSH em neurdnios. (4)
O conteudo de S100B extracelular esté reduzido, o que pode ser explicado por uma diminui¢&o da secrecdo
dos astrécitos, ou por um aumento da captacdo desta proteina por outras células. Abreviagdes: GS, glutamina
sintetase; GSH, glutationa; EROs, espécies reativas de oxigénio; NOS, dxido nitrico sintase; NO; éxido
nitrico; EAATS, transportadores de glutamato; NMDA-R, receptores de glutamato; gly, glicina; cys, cisteina;
glu, glutamato.
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4. Conclustes

v' Este trabalho avaliou pela primeira vez a secre¢do da proteina S100B em um
modelo ex vivo de fatia cerebral sob uma exposicéo direta de amonia. Em fatias
hipocampais observou-se uma redugédo da secrecdo da S100B nas concentracdes
mais baixas de amonia (0,1-1 mM). N&o houve alteragcdo na secrecdo desta
proteina em fatias corticais independente da concentracdo de amodnia (0,1-10
mM). Com isso concluimos que ha uma variacéo regido especifica na secrecdo
desta proteina no hipocampo e cortex, mostrando que existe uma acgdo e
regulacdo da S100B diferenciada em cada regido.

v Nao houve comprometimento da viabilidade celular das fatias de hipocampo na
concentragdo mais alta de aménia (10 mM), pelas técnicas de MTT e vermelho
neutro, assim como na integridade celular, testado pela atividade da LDH
extracelular em fatias hipocampais e corticais;

v Com relagdo as fungdes astrociticas, houve uma diminui¢do dose-dependente na
captagdo de glutamato nas fatias hipocampais, assim como uma redugdo no
contetdo intracelular de GSH nas concentragbes de amodnia entre (0,1-5 mM).
Surpreendentemente, ndo houve alteragdo da GSH na concentragdo mais alta de
amonia. A atividade da glutamina sintetase ndo foi alterada, independente da
concentragdo de amdnia testada. As alteragBes astrociticas mostradas no
hipocampo evidenciam que esta estrutura parece ser bastante sensivel aos efeitos
da amdnia, podendo contribuir para as alteragdes neuropsiquiatricas em
pacientes com HE.

v Com relagdo ao experimento in vivo a injecdo intraperitoneal de urease induziu

um aumento de duas vezes (0,138 + 0,022) na concentragdo de amonia em
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comparagdo com os ratos do grupo controle (0,062 = 0.002). Ndo houve
indicacdo de comprometimento hepético neste tratamento, uma vez que a
atividade das enzimas transaminase glutdmica oxalacética (TGO) e transaminase
glutdmica piravica (TGP) ndo estavam alteradas no soro, apontando que 0s
efeitos nos parametros testados eram exclusivos de uma hiperamonemia e néo de
um dano hepatico;

v" Apesar de ndo ter sido observado alteragdo no contetido intracelular da proteina
S100B em hipocampo, cortex e tecido adiposo, assim como na concentracdo
desta proteina do soro dos animais hiperamonémicos, registrou-se um aumento
significativo na concentragdo de S100B no liquor desses animais. Isso indica
que, provavelmente, existem outras areas mais sensiveis aos efeitos da amdnia,
ndo analisadas neste trabalho, que podem contribuir para o aumento de S100B
observado no liquor dos ratos hiperamonémicos por inducéo de urease.

v" Nao houve alteracdo significativa das fung@es astrociticas no hipocampo dos
animais hiperamonémicos, apesar de haver uma nitida tendéncia a reducéo nos
pardmetros de captacdo de glutamato e conteudo de GSH. Assim como no
experimento ex vivo, a atividade da GS permaneceu inalterada no hipocampo
dos ratos tratados;

v A injecdo com urease induziu um aumento significativo no contetdo de GFAP
no hipocampo, evidenciando uma astrogliose induzida pela alta concentragéo de

amonia. O mesmo ndo foi observado no cortex cerebral destes animais.
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