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(Mário Quintana) 
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RESUMO 

O metabolismo cerebral é altamente dependente da glicose, que é derivada a partir da 

circulação sanguínea e metabolizada pelos astrócitos e outras células neuronais, através de 

várias vias. A captação da glicose no cérebro não envolve transportadores de glicose 

insulino-dependentes; no entanto, esse hormônio afeta o fluxo de glicose do cérebro. 

Alterações nos níveis de S100B (uma proteína derivada de astrócitos) no líquido 

cefalorraquidiano têm sido associados a alterações no metabolismo da glicose; no entanto, 

não há evidência que a insulina modula o metabolismo da glicose e a secreção de S100B. 

Investigamos então o efeito da S100B no metabolismo da glicose, medindo a incorporação 

de 3H-glicose em dois modelos, em células de glioma C6 e fatias hipocampais agudas, 

investigando o efeito da insulina sobre a secreção de S100B. Os nossos resultados mostram 

que: (a) a S100B em níveis fisiológicos diminui a captação de glicose, através da via do 

receptor multiligante RAGE e através da ativação da via de sinalização da proteína-quinase / 

ERK, e que (b) insulina estimulada a secreção de S100B via sinalização de PI3K. Os nossos 

resultados indicam a existência de uma relação insulina-S100B na modulação de glicose no 

tecido cerebral, o que pode melhorar a nossa compreensão sobre o metabolismo da glicose 

em várias condições, tais como a cetose, demência induzida por estreptozotocina e 

exposição farmacológica aos antipsicóticos, onde as mudanças de sinalização da insulina e 

extracelular celular de S100 foram relatados. 
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ABSTRACT 

Brain metabolism is highly dependent on glucose, which is derived from the blood 

circulation and metabolized by the astrocytes and other neural cells via several pathways. 

Glucose uptake in the brain does not involve insulin-dependent glucose transporters; 

however, this hormone does affect the brain’s glucose in flux. Changes in cerebrospinal fluid 

levels of S100B (an astrocyte-derived protein) have been associated with alterations in 

glucose metabolism; however, there is no evidence as to whether insulin modulates glucose 

metabolism and S100B secretion. Herein we investigated the effect of S100B on glucose 

metabolism, measuring 3H-glucose incorporation in two preparations, C6 glioma cells and 

acute hippocampal slices, and we also investigated the effect of insulin on S100B secretion. 

Our results showed that: (a) S100B at physiological levels decreases glucose uptake, through 

via the multiligand receptor RAGE and mitogen-activated protein kinase/ERK signaling, and 

that (b) insulin stimulated S100B secretion via PI3K signaling. Our findings indicate the 

existence of insulin-S100B modulated glucose utilization in the brain tissue, and may 

improved our understanding of glucose metabolism in several conditions such as ketosis, 

streptozotocin-induced dementia and pharmacological exposure to antipsychotics, where 

changes of insulin signaling and extracellular cellular of S100 have been reported. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

SNC – sistema nervoso central 

ATP – adenosina trifosfato 

BHE – barreira hemato-encefálica 

GLUT – transportador de glicose 

GFAP - proteína ácida fibrilar glial 

GS - glutamina sintetase 

LDH – lactato desidrogenase 

RI – receptor de insulina 

EF-hand – hélice-alça -hélice 

RAGE – receptor para produtos finais de glicação avançada 

PKC – proteína cinase C 

pM – picomolar 

nM - nanomolar 

mM – milimolar 

AGEs – produtos de glicação avançada 

MAPKs – cinases ativadas por mitógenos 

IFNα – interferon α 

IFN – interferon 

STZ – estreptozotocina 

AMPc – adenosina 3’5’ monofosfato cíclica 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Metabolismo energético no Sistema Nervoso Central  

 

O cérebro humano representa apenas 2% do peso corporal, no entanto 25% do 

aporte de glicose é consumido pelo mesmo (Howarth et al., 2012), sendo importante que o 

aporte de glicose a partir da corrente sanguínea se mantenha contínuo, de forma a atuar na 

manutenção do sistema nervoso central (SNC). Em algumas situações como jejum, exercício 

físico intenso e no desenvolvimento, o SNC faz uso de outras formas de energia, como os 

corpos cetônicos. O metabolismo da glicose produz energia em forma de adenosina 

trifosfato (ATP) que é a fonte de energia para a sobrevivência celular, portanto o controle 

rígido do metabolismo energético é necessário para manutenção do SNC, e qualquer 

perturbação na sua regulação pode levar a diversos distúrbios cerebrais (Nehlig, 2004).  

Neurônios são geralmente considerados as principais células do SNC que participam 

no metabolismo energético, no entanto, outras células, como as células gliais e células 

endoteliais vasculares, também desempenham um papel crítico na captação e distribuição 

de substratos energéticos no SNC. O metabolismo da glicose cerebral inclui dois processos 

principais: transporte de glicose e catabolismo oxidativo intracelular (Duelli and Kuschinsky, 

2001).  

O transporte fisiológico de glicose depende significativamente da participação de 

astrócitos, presentes na composição de barreira hematoencefálica (BHE) (Molofsky et al., 

2012), e vários transportadores de glicose distribuídos no SNC (Duelli and Kuschinsky, 2001). 

No metabolismo não oxidativo, a conversão de glicose a lactato também ocorre, e 

pode ser importante para uma resposta rápida à atividade sináptica. Além disso, outra fonte 
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energética para circunstâncias de necessidade rápida de energia é o glicogênio, que está 

armazenado no interior dos astrócitos (Pellerin, 2008a). 

A homeostase do metabolismo energético é essencial para a manutenção do 

organismo, e a família de proteínas transportadoras de glicose (GLUTs) é responsável pela 

mediação destes processos. O transporte ocorre via difusão facilitada, ou seja, a favor do 

gradiente de concentração. Dentre as diferentes isoformas dos transportadores, no SNC são 

encontrados principalmente nos neurônios. O transportador de glicose neuronal, GLUT3, é 

associado a processos periféricos principalmente em corpos celulares que possuem uma alta 

capacidade energética. O GLUT1 é abundante nas células endoteliais, nos pés astrocíticos 

associados aos vasos sanguíneos e em pequenos processos astrocíticos localizados entre os 

elementos neuronais (Leinoet al., 1997). Células gliais C6 astrocíticas expressam 

principalmente GLUT1, em contraste com os tumores astrocíticos humanos que expressam 

predominantemente GLUT3 (Nagamatsu et al., 1996). 

1.2. Células do SNC  

 

O SNC é composto por diferentes tipos celulares, incluindo os neurônios, macroglia e 

microglia. Os neurônios foram por muito tempo considerados os elementos celulares 

responsáveis pelo processamento da informação, enquanto que as células gliais 

pertencentes à microglia, eram reconhecidas apenas pelo seu papel de suporte no SNC 

(Perea and Araque, 2005). Nas últimas décadas mostrou-se que as células gliais, destacando-

se os astrócitos, não atuam apenas como um elemento de suporte, mas como um 

componente ativo em funções cerebrais essenciais (Van Eldik and Wainwright, 2003). Além 

disso, hoje se sabe que os astrócitos não somente estabelecem a arquitetura estrutural do 
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cérebro, mas também organizam e participam de suas vias de comunicação e plasticidade 

(Blasko et al., 2004). 

1.2.1. Astrócitos 

 

Os astrócitos são as células mais abundantes do SNC, possuindo uma íntima relação 

com os neurônios. Possuem papel-chave no desenvolvimento e funções do cérebro, 

sinaptogênese, homeostase do meio extracelular e microcirculação cerebral, além de 

possuírem um importante papel no suporte metabólico neuronal (Belanger and Magistretti, 

2009).  

Além das funções já citadas, os astrócitos possuem outras funções essenciais no SNC, 

como a regulação e manutenção da barreira BHE, restringindo a entrada de fatores ou de 

moléculas (Sidoryk-Wegrzynowicz and Aschner, 2013), tamponamento do potássio, captação 

e conversão do glutamato em glutamina, defesa antioxidante, homeostase do cálcio, 

liberação de gliotransmissores, além de efeito na própria modulação sináptica (Perea and 

Araque, 2005). 

Os astrócitos podem ser classificados em dois subtipos principais: astrócitos 

protoplasmáticos, encontrados em maior concentração na substância cinzenta, e astrócitos 

fibrosos, localizados principalmente na substância branca cerebral, que correspondem, 

respectivamente, aos tipo 1 e 2 em cultura (Kimelberg and Norenberg, 1989). Existem ainda 

astrócitos especializados, encontrados em estruturas específicas, como a glia de Bergmann 

no cerebelo e as células de Müller na retina (Porter and McCarthy, 1996). Dentre os 

marcadores astrocíticos podemos destacar três proteínas específicas: proteína ácida fibrilar 

glial (GFAP), glutamina sintetase (GS) e S100B (Kimelberg and Nedergaard, 2010). A GFAP é o 



13 
 

principal filamento intermediário de astrócitos maduros do SNC, e é considerada como um 

dos principais antígenos utilizados para a identificação e estudo do comportamento 

astrocítico (Eng et al., 2000).  

No metabolismo energético os astrócitos estão inseridos na hipótese do transporte 

de lactato astrócito-neurônio, onde contribuem com a captação de glicose a partir da 

circulação sanguínea (Pellerin, 2008; Pellerin and Magistretti, 2004). A captação depende da 

ativação da bomba Na+,K+-ATPase na superfície dos astrócitos, para que assim a glicose 

possa entrar na via glicolítica. Posteriormente, o lactato produzido é captado pelos 

neurônios, que sofrerá oxidação para formação de energia (Pellerin, 2008). O lactato é 

utilizado pelos neurônios como um substrato aeróbico sob circunstâncias precisas, como por 

exemplo, hipoglicemia (Pellerin et al., 2007).  

Sabe-se que os astrócitos expressam enzimas glicolíticas em maior quantidade 

quando comparados às células neuronais (Lovatt et al., 2007), além de ocorrerem  

diferenças entre a expressão das isoformas da enzima lactato desidrogenase (LDH), que 

converte glicose em lactato, entre neurônios e astrócitos (Laughton et al., 2007). 

 O glicogênio astrocítico é a forma de estocagem de glicose no SNC. É mobilizado 

somente após alta estimulação e em concentrações de glicose muito abaixo do normal. Ou 

seja, os dois processos, tanto glicólise quanto glicogenólise em astrócitos podem ser 

complementares e, ocorrerem sucessivamente com o aumento da necessidade energética 

(Pellerin et al., 2007). Portanto, os astrócitos desempenham papéis importantes tanto no 

suporte energético quanto em condições de hipoglicemia por apresentarem estoques de 

glicogênio (Chen and Zhong, 2013). 
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1.3. Modulação do metabolismo de glicose  

 

O metabolismo de glicose é um processo que possui várias etapas, sendo regulado 

por inúmeros fatores extra e intracelulares (Kuzuya, 1990), e incluindo principalmente dois 

processos: o transporte e metabolismo intracelular de glicose. A via de sinalização de 

insulina desempenha um papel fundamental na regulação do transporte transmenbrana de 

glicose (Apelt et al., 1999), sendo este hormônio e o seu receptor (RI) os principais fatores 

para a modulação da glicólise e disponibilidade de energia para a homeostase, tanto no SNC 

quanto no sistema periférico (Banks et al., 2012). 

A captação de glicose na periferia é dependente da presença da insulina secretada 

pelas células beta pancreáticas. Foi primeiramente identificada no início de 1920 como o 

principal hormônio hipoglicemiante, capaz de restaurar os níveis normais de glicose através 

seus efeitos sobre o metabolismo deste açúcar no fígado, músculo esquelético e tecido 

adiposo (Schulingkamp et al., 2000). A insulina estimula a captação de glicose pelo 

deslocamento do transportador de glicose GLUT4 do interior do citoplasma até a membrana 

das células musculares e dos adipócitos (Govers et al., 2004; Zaid et al., 2008).  

A insulina possui a capacidade de atravessar a BHE em direção ao SNC (Banks et al., 

1997), podendo atingir, desta maneira, várias áreas encefálicas, e interagir com os RI 

amplamente distribuídos pelos SNC (Unger et al., 1991). A passagem através da BHE se dá 

por meio de um mecanismo de transporte saturável, provavelmente facilitado por 

transportadores mediados por RI, que estão operacionais principalmente em estado 

fisiológico (basal) de níveis séricos de insulina (Baura et al., 1993; Filippi et al., 2013). A 
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insulina também pode ser sintetizada de novo no hipocampo, no córtex pré-frontal e no 

bulbo olfatório, sendo liberada por exocitose (Hoyer, 2004; Kuwabara et al., 2011).  

Os RI são proteínas de membrana da família tirosina cinase, compostos por duas 

subunidades alfa e duas subunidades beta, localizados principalmente no bulbo olfatório, 

hipotálamo e hipocampo (Havrankova et al., 1978). Estão presentes em concentração 

elevada nas células neuronais e em níveis mais baixos nas células gliais (Gerozissis, 2004), e a 

transdução de sinal pelo RI no SNC é semelhante à sinalização periférica (Filippi et al., 2013; 

Sharma et al., 2008). 

Uma das vias de sinalização da insulina ocorre via ativação da PI3K, que está 

envolvida em muitas das ações da insulina no SNC, incluindo a modulação da plasticidade, o 

aprendizado e a memória. Além disso, a insulina apresenta ação neurotrófica, 

neuromoduladora e efeitos neuroendócrinos (Gerozissis, 2004).  

Sugere-se fortemente que a sinalização de insulina no cérebro seja essencial para a 

função mitocondrial e para o metabolismo energético (Gerozissis, 2004), sendo a insulina 

essencial para a manutenção e regulação do balanço energético no cérebro.  

Estudos mostram que alterações da via de sinalização da insulina estão envolvidas no 

desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, como na doença de Alzheimer, onde 

observou-se uma diminuição da expressão e da função de PI3K mediada por GLUTs no SNC, 

relação que pode levar a uma diminuição do metabolismo de glicose e com subsequente 

declínio na produção de ATP mitocondrial (Bosco et al., 2011).  
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1.4. Proteína S100B 

 

A S100B é uma proteína ligante de cálcio expressa e secretada por astrócitos. 

Estruturalmente apresenta-se na forma de homodímeros constituídos de duas subunidades 

unidas por pontes de dissulfeto, é uma proteína que possui domínio do tipo EF-hand (hélice-

alça -hélice) de 21 kDa com dois sítios ligantes de Ca2+ (Marenholz et al., 2004). Mesmo 

sendo secretada principalmente por astrócitos, sua concentração sérica não é oriunda 

exclusivamente proveniente desta fonte, visto que outras fontes periféricas, como o tecido 

adiposo, também são capazes de secretar esta proteína (Gonçalves et al., 2010). 

No SNC, a S100B exerce efeitos autócrinos e parácrinos sobre outras células gliais e 

neurônios, desempenhando também papéis intra e extracelulares importantes (Donato, 

2003; Donato et al., 2009, 2013). Essa proteína pode atravessar a BHE, tanto em 

concentrações basais quanto aumentadas (Marchi et al., 2004).  

A proteína S100B exerce seus efeitos através da ligação ao receptor para produtos de 

glicação avançada (RAGE), receptor multi-ligante localizado em vários tipos celulares, 

incluindo as células do SNC (Donato et al., 2009). O RAGE mostrou-se ser o principal receptor 

responsável pela transdução de sinal intracelular a partir da S100B (Huttunen et al., 2000), e 

assim, através da ligação controla vários processos celulares através de inúmeras vias de 

sinalização (Xie et al., 2013). 

Intracelularmente a S100B é capaz de se ligar a diversas proteínas-alvo, tais como 

proteína cinase C (PKC), fator anti-apoptótico Bcl-2 e proteína supressora tumoral p53 

(Donato et al., 2009). Além disso, pode também regular a polimerização do citoesqueleto 

através da inibição da fosforilação da GFAP, atuando desta maneira na modulação da 
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plasticidade, proliferação celular dos astrócitos e no metabolismo energético (Van Eldik and 

Wainwright, 2003). A S100B pode atuar na regulação da atividade de enzimas, como a 

frutose-1,6 – bifosfato aldolase e a fosfoglicomutase, ambas pertencentes à via glicolítica 

(Donato, 2001, 2003; Landar et al., 1996; Zimmer and Van Eldik, 1986). 

Sabe-se que extracelularmente a S100B está envolvida na comunicação neurônio-

glia, possuindo propriedades neurotróficas ou neurotóxicas de acordo com sua 

concentração. Em níveis nanomolares, a S100B apresenta efeito pró- sobrevivência em 

neurônios e atua favorecendo o crescimento de neuritos (Donato et al., 2009), enquanto  

que em concentrações micromolares, exerce efeitos neurotóxicos estimulando a produção e 

secreção de citocinas pró-inflamatórias e enzimas relacionadas ao estresse oxidativo (Van 

Eldikand Wainwright, 2003).  

O efeito extracelular da S100B sobre o metabolismo energético ainda não é 

conhecido, portanto necessita de maiores investigações. Em um estudo realizado com 

pacientes sadios mostrou-se que há uma relação entre a insulina e níveis séricos da proteína 

S100B. Os pacientes do estudo em questão apresentaram redução dos níveis séricos de 

S100B após a realização do teste de tolerância à glicose. Desta forma, os níveis de S100B se 

apresentaram negativamente correlacionadas aos níveis de insulina, que se apresentam 

aumentados nestas condições (Steiner et al., 2014). 

1.5. Modelos Experimentais 

 

Entre os modelos disponíveis para estudo dos astrócitos, as células gliais C6 são 

amplamente utilizadas, principalmente por apresentarem propriedades semelhantes às das 

células gliais. As células de glioma C6 e os astrócitos apresentam parâmetros bioquímicos e 
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metabólicos em comum, incluindo a expressão da enzima glutamina sintetase (Bobermin et 

al., 2012), realização de captação de glutamato (Baber and Haghighat, 2010) e a expressão 

das proteínas GFAP e S100B (Esposito et al., 2008). 

Fatias cerebrais agudas, principalmente fatias do hipocampo, têm sido utilizadas para 

avaliar parâmetros metabólicos neuronais e também funções astrocíticas, incluindo 

captação de glutamato (Thomazi et al., 2004) e secreção de S100B (Büyükuysal, 2005). As 

fatias hipocampais são consideradas um bom modelo para o estudo dos astrócitos na sua 

circuitaria, reduzindo as limitações inerentes à utilização de culturas gliais isoladas. 

Alguns modelos animais de neurodegeneração mostraram redução dos níveis da 

S100B extracelular e uma diminuição na captação de glicose no SNC (Biasibetti et al., 2013; 

Tramontina et al., 2011), porém a ligação entre esses dois eventos não foi investigada. A fim 

de avaliar a possibilidade desta ligação, o objetivo deste trabalho é avaliar o efeito da S100B 

exógena sobre a captação de glicose nas células gliais C6 e em fatias hipocampais agudas.
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito da proteína S100B e da insulina sobre o metabolismo da glicose 

em células de glioma C6 e fatias hipocampais de ratos.  

2.2. Objetivos Específicos 

 Avaliar o efeito da proteína S100B sobre a captação de glicose. 

 Avaliar as vias de sinalização envolvidas no efeito da S100B sobre a captação de 

glicose; 

 Avaliar o efeito da insulina sobre a secreção da proteína S100B e sobre a 

captação de glicose. 

 Avaliar a via de sinalização envolvida no efeito da insulina sobre a secreção da 

proteína S100B e sobre a captação de glicose. 
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Parte II 
  



21 
 

Capítulo I 
Insulin stimulates S100B secretion and these proteins antagonistically 

modulate brain glucose metabolism  

Artigo a ser submetido à revista Cell Signaling. 
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Abstract 

Brain metabolism is highly dependent on glucose, which is derived from the 

blood circulation and metabolized by the astrocytes and other neural cells via 

several pathways. Glucose uptake in the brain does not involve insulin-

dependent glucose transporters; however, this hormone does affect the brain’s 

glucose in flux. Changes in cerebrospinal fluid levels of S100B (an astrocyte-

derived protein) have been associated with alterations in glucose metabolism; 

however, there is no evidence as to whether insulin modulates glucose 

metabolism and S100B secretion. Herein we investigated the effect of S100B 

on glucose metabolism, measuring 3H-glucose incorporation in two 

preparations, C6 glioma cells and acute hippocampal slices, and we also 

investigated the effect of insulin on S100B secretion. Our results shoed that: (a) 

S100B at physiological levels decreases glucose uptake, through via the 

multiligand receptor RAGE and mitogen-activated protein kinase/ERK signaling, 

and that (b) insulin stimulated S100B secretion via PI3K signaling. Our findings 

indicate the existence of insulin-S100B modulated glucose utilization in the 

brain tissue, and may improve our understanding of glucose metabolism in 

several conditions such as ketosis, streptozotocin-induced dementia and 

pharmacological exposure to antipsychotics, where changes of insulin signaling 

and extracellular cellular of S100 have been reported. 

 

Key words: Astrocyte, Glucose metabolism, Insulin, MAPK, RAGE, S100B 
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Introduction 

Astrocytes are the most abundant cells in the brain tissue, where they are 

involved in a number of activities, including maintenance of the brain blood 

barrier and provision of metabolic support to neurons (1,2). The astrocytes are a 

very heterogeneous cell population, but can be identified by a common marker; 

the glial fibrillary acidic protein (GFAP). Brain metabolism is highly dependent 

on glucose derived from the blood circulation, which is taken up by the 

astrocytes and involved in several metabolic energy pathways, such as 

neurotransmitter synthesis, glutathione, lipids, and two other energetic 

substrates, glycogen and lactate, which are transferred to  the neurons upon 

energetic demand (3). 

Although the main entry of glucose into the brain tissue occurs via glucose 

transporters 1 (in endothelial cells and astrocytes) and 3 (in neurons), in an 

insulin-independent manner, this hormone affects brain glucose metabolism via 

the activation of insulin receptors (IR). These receptors are distributed 

throughout the brain in neurons and glial cells (4–6), acting by PI3K pathway 

activation (7). Insulin signaling impairment in the brain tissue has been 

suggested to be involved in the cognitive alterations that occur in diabetes 

mellitus and Alzheimer’s disease (8,9). 

Another marker used to identify astrocytes is the S100B protein, although this 

protein has been also identified in oligodendrocytes and a few neurons (10). 

This protein is a calcium-binding protein of 21 kDa that binds and regulates 

many intracellular proteins (11–13), including GFAP (14) and two glycolytic 

enzymes, fructose-1,6-bisphosphate aldolase and phosphoglucomutase 
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(Landar et al., 1996; Zimmer and Van Eldik, 1986). Moreover, this protein is 

secreted by astrocytes and its extracellular neurotrophic activity has been 

described in vitro and in vivo (15,16). The extracellular activity of S100B is 

triggered by its binding to the multiligant receptor for advanced glycation end 

products (RAGE) (see ref.17), which, in turn, triggers a biochemical cascade 

involving the mitogen-activated protein kinases (MAPK); such as ERK1/2, p38 

and JNK (12). 

Changes in cerebrospinal fluid S100B levels have been associated with 

alterations in glucose metabolism (18,19). On other hand, S100B is also 

expressed and secreted by adipocytes (20). A pioneer work showed that insulin 

reduces S100B secretion in adipose tissue (21). More recently, in accordance 

with these findings, peripheral increments in glucose/insulin levels in healthy 

human subjects were reported to be accompanied by reductions in serum 

S100B levels.  However, there is evidence that insulin directly modulates S100B 

or that extracellular S100B modulates glucose metabolism in the brain tissue 

(22).  

 Therefore, we investigated the effect of S100B on glucose metabolism, 

measuring 3H-glucose incorporation in two preparations, C6 glioma cells and 

acute hippocampal slices. In addition, we investigated the effect of insulin on 

the S100B secretion.  

  

Material and Methods 

Animals 
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For the preparation of hippocampal slices, male 30-day-old Wistar rats were 

obtained from our breeding colony (Department of Biochemistry, UFRGS, Porto 

Alegre, Brazil). The animals were maintained under controlled light and 

environmental conditions (12 h light/12 h dark cycle at a constant temperature 

of 22±1 °C) with free access to commercial chow and water. All animal 

experiments were carried out in accordance with the National Institutes of 

Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH publication no. 

80-23), revised in 1996, and following the regulations of the local animal 

housing authorities. 

Material 

Fetal bovine serum (FBS), Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) and 

other materials for cell culture were purchased from Gibco BRL (Carlbad, CA, 

USA). D-[3-3H] glucose (20 Ci/mmol) was purchased from Perkin-Elmer 

(Boston, MA, USA). Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT), 4-(2-

hydroxyethyl)-piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES), S100B protein, anti-

S100B antibody (SH-B1), o-phenylenediamine (OPD), S100B protein, Anti-

S100B antibody (clone SH-B) and Anti-GFAP (clone G-A-5) were purchased 

from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO- USA). Anti- RAGE (clone N-16) was 

purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz CA-USA). Other 

reagents were purchased from local commercial suppliers (Sulquímica, Labsul 

or Biogen; Porto Alegre, Brazil). 

C6 Astroglial Cell Culture 

The C6 astroglial cell line was obtained from the American Type Culture 

Collection (Rockville, MA, USA) and cultured according to a previously 
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described procedure (23–25). Late passage cells (i.e. after at least 100 

passages) were seeded in flasks and cultured in DMEM (pH 7.4) containing 5% 

FBS, 0.1% amphotericin B and 0.032% gentamicin. Cells were maintained at a 

temperature of 37°C in an atmosphere of 5% CO2/95% air. At log phase, cells 

were detached from the culture flasks using 0.05% 

trypsin/ethylenediaminetetracetic acid (EDTA) and seeded (5×103 cells/cm2) on 

24-well plates. The cells were maintained under the same conditions, for three 

days or until reaching confluence. 

Preparation and incubation of brain slices  

Rats were decapitated and their hippocampi were quickly dissected out. 

Transverse sections (300 μm) of tissue were rapidly obtained using a McIlwain 

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 NaCl, 2.0 KCl, 1.0 CaCl2, 1.0 MgSO4, 25.0 Hepes, 1.0 KH2PO4 and 10.0 

glucose, pH 7.4, at room temperature. The medium was changed every 15 min 

with fresh medium. Following a 120-min equilibration period, slices were 

incubated in medium in the presence/absence of treatment conditions for 1 h at 

30 °C. 

Treatments 

C6 astroglial cells and hippocampal slices were treated with different S100B for 

15 min at concentrations of  0.01, 0.05 and 0.1 ng/ml, in DMEM without FBS or 

saline medium, for the  glucose-uptake assay or with regular insulin for 1 hour 

at indicated concentrations (Humalin R, Lilly France), in order to evaluate the 

glucose uptake and S100B secretion, respectively. The cells and slices were 
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incubated with S100B, in the presence of anti-S100B, anti-RAGE or anti-GFAP 

antibodies in 1:50; 1:100 and 1:500 dilutions. The inhibitors, PD98059 (10 μM, 

MEK inhibitor), SB203580 (10 μM, p38 inhibitor), SP600125 (10 μM, JNK 

inhibitor), or LY294002 (10 µM, PI3K inhibitor) were added 15 min before S100B 

or insulin exposure.  

ELISA for S100B 

The S100B concentration was determined in the culture medium and in the 

incubation medium of slices at 1 h. S100B levels were determined by ELISA, as 

described previously (Leite et al., 2008). Briefly, 50 μL of sample plus 50 μL of 

Tris buffer were incubated for 2 h on a microtiter plate, previously coated with 

anti-S100B monoclonal antibody (SH-B1, from Sigma). Anti-S100 polyclonal 

antibody (from DAKO) was incubated for 30 min and then peroxidase-

conjugated anti-rabbit antibody was added for a further 30 min. The color 

reaction with o-phenylenediamine was measured at 492 nm. The standard 

S100B curve ranged from 0.002 to 1 ng/mL. 

Glucose uptake assay 

Glucose uptake was performed as previously described (26), with some 

modifications. Briefly, C6 astroglial cells were incubated at 35 °C in a Hank’s 

balanced salt solution (HBSS) containing (in mM): 137 NaCl, 5.36 KCl, 1.26 

CaCl2, 0.41MgSO4, 0.49 MgCl2, 0.63 Na2HPO4·7H2O, 0.44 KH2PO4, 4.17 

NaHCO3, and 5.55 glucose, adjusted to pH 7.2. The assay was started by the 

addition of 0.1 μCi/well D-[3-3H] glucose. The incubation was stopped after 15 

min by removing the medium and rinsing the cells twice with ice-cold HBSS. 

The cells were then lysed in a 0.5M NaOH solution. Radioactivity was 
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measured using a scintillation counter. Glucose uptake was calculated by 

subtracting the non-specific uptake, obtained by the glucose transporter 

inhibitor, cytochalasin B (25 μM), from the total uptake. This assay 

demonstrates glucose uptake as an indirect measurement of intracellular 

tritiated-glucose and derived-metabolites. Results were expressed as nmol/mg 

protein/min. 

Protein Determination 

Protein content was measured by Lowry’s method with some modifications 

using bovine serum albumin as the standard (27). 

Statistical Analysis 

Data are presented as mean ± S.E.M. Each experiment was performed in 

triplicate from at least three independent cultures. The data were subjected to 

one way analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey’s test. Values of 

P<0.05 were considered significant. All analyses were performed using the 

Graphpad Prism software version 6 (La Jolla, CA, USA). 

Results  

Glucose uptake is reduced in C6 astroglial cells exposed to S100B 

The addition of exogenous S100B (at 0.05 or 0.1 ng/ml) reduced the glucose 

uptake in C6 astroglial cells when compared to basal conditions (Fig. 1A) (p= 

0.0034 e f (3,40)= 5.346). In order to confirm the specificity of exogenous S100B 

and to exclude the possible interference of other compounds, we added the 

anti-S100B antibody (diluted 1:500; 1:100 or 1:50) to cells that were previously 

incubated with 0.1 ng/ml S100B. Glucose uptake returned to basal levels (Fig. 
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1B) (p= 0.0004 e f (4,19) = 9.691), indicating that the reduction in glucose uptake 

was caused by S100B. Aiming to evaluate whether the effect of S100B occurs 

via RAGE, we added the anti-RAGE antibody (diluted at 1:500, 1:100 or 1:50), 

which abolished the effect of S100B (Fig. 1C) (p= 0.009 e f (4,22) = 4.421). In 

order to evaluate whether the blocking effect of anti-S100B and anti-RAGE was 

a non-specific effect due to any antibody addition, we exposed 0.1 ng/mL 

S100B-treated C6 cells to anti-GFAP at the same dilutions (Fig. 1D) (p= 

0.0001e f (4,20) = 9.851). 

MAPK signaling mediates the S100B-induced reduction in glucose uptake 

in C6 astroglial   

MAPK is a well-characterized pathway in RAGE signaling. Therefore, we 

evaluated whether this pathway is involved in the effect of S100B on glucose 

uptake, by adding MAPK inhibitors 15 minutes before S100B treatment. The 

PD98059 inhibitor, which blocks the upstream kinase of ERK1/2, returned 

glucose uptake to basal levels (Fig. 2A) (p<0.0001 e f (3, 39) = 9.741). PD98059 

per se was not able to alter glucose uptake. SP600125, a MAPK/JNK inhibitor 

(Fig. 2B) (p= 0.0004 e f (3, 16) = 10.74), or SB203580, a MAPK/p38 inhibitor (Fig. 

2C) (p<0.0001 e f (3,16) = 16.14), did not alter the effect of S100B on glucose 

uptake. Unexpectedly, SP600125 (but not SB203580), alone, caused a 

decrease in glucose uptake. 

Glucose uptake is also reduced in hippocampal slices exposed to S100B  

When acute hippocampal slices were exposed to exogenous S100B protein 

(Fig. 3A) (p =0.0152 e f (3,26) = 4.189), a reduction in glucose uptake was also 

observed, similarly to effects obtained in isolated C6 glial cells.  As in C6 glial 
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cells, the addition of anti-RAGE antibody (diluted at 1:500 and 1:100) blocked 

the effect of S100B on glucose uptake (Fig. 3B) (p= 0.0055 e f (3,28) = 5.207). 

ERK signaling is also involved in the S100B-induced reduction in glucose 

uptake in hippocampal slices 

In hippocampal slices, we preformed the same treatments with MAPK inhibitors 

in order to evaluate the pathways involved in the effect of S100B on glucose 

uptake. We observed that the reduction in glucose uptake induced by S100B 

was prevented by PD98059, which bocks ERK1/2 activation (Fig. 4A) 

(p<0.0001 e f (3.23) = 19.81). Moreover, in contrast to results obtained in C6 

cells, SP600125 and SB203580, inhibitors of Jnk and p38, respectively, also 

prevented the reduction in glucose uptake induced by S100B (Figures 4B) 

(p=0.0004 e f (3,20) = 10.74) and (4C) (p<0.0001 e f (3,18) =16.14). In contrast to 

results in C6 cells, SP600125 alone increased the glucose uptake in 

hippocampal slices. 

Glucose uptake is increased in C6 astroglial cells and hippocampal slices 

exposed to insulin 

Aiming to confirm the effect of insulin on glucose metabolism in brain tissue and 

to evaluate its effect in our preparations, we exposed C6 astroglial cells and 

acute hippocampal slices to different concentrations of insulin (0.05-10 nM). C6 

cells significantly increased glucose uptake at 10 nM (Fig 5A) (p= 0.0017 e f 

(3,12) = 9.526) and this effect was abolished by incubation with LY294002, an 

inhibitor of the PI-3K pathway (Fig 5B) (p= 0.0363 e f (3,12) = 3.931). The same 

results were obtained in hippocampal slices. Glucose uptake was stimulated by 

insulin even at lower concentrations (at 1 nM) (Fig 5C) (p= 0.0027 e f (3,17) = 
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7.099) and this effect was blocked by incubation with LY294002 (Fig 5D) (p= 

0.0094 e f (3,19) = 5.082).  

Insulin positively modulates S100B secretion in hippocampal slices 

Insulin (from 0.05 to 10 nM) did not affect S100B secretion in C6 astroglial cells 

(Fig. 6A) (p= 0.8735 e f (3,41) = 0.2321); however, PI3K pathway inhibition with 

LY294002 increased the secretion of S100B (Fig 6B) ( p<0.0001 e f (3,35) = 

18.80). In contrast, in hippocampal slices, insulin directly (at 10 nM) induced 

S100B secretion (Fig 6C) (p= 0.0027 e f (3,16) = 7.252), but the PI3K inhibitor was 

not able to prevent this effect (Fig 6D) (p= 0.0147 e f (3,28) = 4.168). Together 

these results suggest a positive modulation of insulin on S100B secretion. 

Discussion 

The brain’s sensitivity to insulin, particularly concerning to glucose metabolism, 

is well characterized. Some of our previous studies have provided findings to 

suggest a connection between extracellular levels of S100B and cell glucose 

metabolism in brain tissue (19,28,29), but this association has not been 

characterized to date. Moreover, no association between insulin and 

extracellular S100B, i.e. S100B secretion, has been described. The findings of 

the present study indicate that extracellular S100B negatively modulates 

glucose metabolism in the brain tissue, at least in glial cells, in support of an 

association between S100B and glucose metabolism. Moreover, our data 

indicate that insulin upregulates S100B secretion. Furthermore, results suggest 

a possible physiological link between insulin and S100B in glucose metabolism 

in brain tissue.  
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We used two preparations in this study, C6 glioma cell and acute hippocampal 

slices.  C6 glioma cells were employed as they are astroglial-like after 100 

passages, expressing glutamine synthetase (23), and demonstrating glutamate 

uptake activity (30), and the expression of GFAP and S100B (31), but secreting 

lower quantities of S100B when compared to cultured astrocytes, thus 

facilitating studies using the exogenous addition of S100B (25). On the other 

hand, we used hippocampal slices, which are more complex cell preparations 

that resemble in vivo conditions. Hippocampal tissue contains functional and 

interactive neurons and astrocytes that secrete S100B, but also in lower 

quantities than in primary astrocytes in culture (32). Moreover, we used low 

concentrations of S100B in these experiments exogenous, which were much 

lower than mM toxic levels reported in vitro, allowing us to speculate regarding 

an extracellular physiological role of this protein in glucose metabolism. 

S100B induced a decrease in glucose uptake, in C6 glial cells and hippocampal 

slices, and this effect was mediated by RAGE. Moreover, in both preparations, 

this effect involved ERK, a classical pathway involved in RAGE activation by 

S100B (12,33). Another MAPK, p38, seems to also be involved in this S100B-

induced effect, as demonstrated by results obtained in acute hippocampal 

slices. 

We should draw attention to an aspect of our experimental conditions, which 

does not represent a limitation, but may limit an exact conclusion; C6 cells and 

hippocampal slices were incubated with D-[3-3H] glucose, which is uptaken and 

metabolized. However, herein, we use glucose metabolism as synonymous of 

glucose uptake. The S100B effect involves glucose uptake, but at this moment, 

we cannot say whether it directly involves glucose transport and/or glucose 
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consumption in its various metabolic fates in glial cells. Nevertheless the final 

effect of S100B on glucose metabolism is clear. 

Insulin, at 1 and/or 10 nM, was able to increase glucose metabolism in C6 glial 

cells and acute hippocampal slices, and this effect involved PI-3K signaling. 

Insulin (at 10 nM) was able to induce an increase in S100B secretion in 

hippocampal slices, but not in C6 glial cells. However, inhibition of PI-3K 

increased S100B secretion in C6 glial cells, suggesting that insulin signaling 

maybe increase S100B secretion. This link could help to explain decreases in 

the cerebrospinal fluid S100B levels under conditions of impaired insulin 

signaling, such as STZ-induced dementia (28,34) or reduced insulin signaling 

such as in the ketogenic diet (35).  

Other observations could also be related to this link. For example, 

antipsychotics appear to decrease insulin sensitivity (36), as well as S100B 

secretion (37,38). Moreover, antidepressants, such as fluoxetin, which increase 

S100B secretion (39) seem to increase insulin sensitivity (40). These 

observations do not clarify the dilemma of which event occurs first, but indicate 

the possibility of glial S100B secretion modulation by insulin.  

In addition, recent data from adipocytes suggest that the super expression of 

RAGE (the receptor for S100B) reduces insulin sensitivity (41), indicating a 

possible cross-talk between insulin and S100B. Ongoing experiments in our lab 

using RAGE silencing will help to clarify this possibility in brain tissue. However, 

independently of this other possibility, we conceive a link between insulin and 

S100B in the modulation of brain glucose metabolism (see Fig 7). Insulin 

stimulates brain glucose metabolism, while S100B does the opposite. However, 
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insulin also stimulates S100B, which would work as a brake or negative 

feedback for the action of insulin. This brake could have different activity in 

neuron and glial cells, due to the different amounts of RAGE, in physiological 

and pathological conditions. For example, increased RAGE has been reported 

in diabetes mellitus and Alzheimer’s disease (42). Such an increase could result 

in a decrease in glucose metabolism via the activation of S100B. It is possible 

that S100B secretion, in this case, is induced by cytokines for example (24), 

because insulin signaling is impaired. Moreover, the beta-amyloid peptide 

(rather than S100B) may activate RAGE in Alzheimer’s disease. 

This insulin-S100B axis of regulation in the brain is different from that of the 

adipose tissue, where insulin decreases S100B secretion (21). Accordingly, 

increases in glucose/insulin levels in healthy human subjects were recently 

reported to be accompanied by a reduction in serum S100B levels (22). It is not 

known whether extracellular S100B in adipose tissue also decreases glucose 

uptake, but RAGE overexpression in adipocytes is associated with the 

suppression of glucose transporter type 4 (dependent on insulin) and 

attenuates insulin-stimulated glucose uptake (41). At this moment, it can only be 

speculated that, in a glucose-rich environment, the insulin-S100B axis drives 

glucose to adipocytes and saves astrocytes from massive flux. On the other 

hand, under fasting conditions, this brake would be turned off in the brain tissue 

(19). 

In summary, data from C6 glial cells and acute hippocampal slices indicate that: 

(i) S100B, at physiological levels, decreases glucose metabolism via 

RAGE/ERK signaling, and (ii) insulin stimulates S100B secretion via PI-3K 

signaling. Such associations allow us to conceive an insulin-S100B mediated 
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modulation of glucose utilization, which furthers our understanding of glucose 

metabolism in several conditions of physiological (e.g. ketosis), pathological 

(e.g. Alzheimer’s disease) and pharmacological exposure (e.g. antipsychotics) 

to insulin.  
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Figure legends 

Figure 1. Evaluation of glucose uptake in C6 glioma cells exposed to S100B. 

After confluence, the medium of C6 glioma cells were replaced by HBSS 

containing 0.1 μCi/well D-[3-3H] glucose and incubated  for 15 min in the 

presence of S100B at different concentrations (A). C6 glioma cells were 

incubated for 15 min in the presence of 0.1 ng/mL S100B and in the presence 

of different anti-S100B antibody dilutions (B) or anti-RAGE (C) or anti-GFAP 

(D). Data are shown as perceptual means  SE of 6 independent experiments 

performed in triplicate. The line represents control value (100%). *Significantly 

different from basal by one-way ANOVA followed by Tukey’s test for p< 0.05, ** 

for p< 0.01, *** for p< 0.001. 

Figure 2. Effect of MAPK inhibitors on glucose uptake in C6 glioma cells 

exposed to S100B. After confluence, the mediums of the C6 glioma cells were 

replaced with HBSS containing 0.1 μCi/well D-[3-3H] glucose and incubated  for 

15 min in the presence of 0.1 ng/ml S100B and in the absence or presence of 

10 µM PD98059 (A) or 10 µM SP600125 (B) or 10 µM SB203580 (C). Data are 

shown as perceptual means  SE of 6 independent experiments performed in 

triplicate. The line represents control value (100%). ** Significantly different from 

basal by one-way ANOVA followed by Tukey’s test for p< 0.01, *** for p< 0.001. 

Figure 3. Evaluation of glucose uptake in hippocampal slices exposed to 

S100B. (A) Hippocampal slices were treated for one hour with different S100B 

concentrations. After the treatment, the slices were incubated with 0.1 μCi/well 

D-[3-3H] glucose for 30 min. (B) Hippocampal slices were treated for one hour in 

the presence of S100B and in the presence of different concentrations of anti-
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RAGE antibody and then incubated with 0.1 μCi/well D-[3-3H] glucose for 30 

min. Data are shown as perceptual means  SE of 6 independent experiments 

performed in triplicate. The line represents control value (100%). * Significantly 

different from basal by one-way ANOVA followed by Tukey’s test for p< 0.05.  

Figure 4. Effect of MAPK inhibitors on glucose uptake in hippocampal slices 

exposed to S100B. Hippocampal slices were treated for one hour with different 

S100B concentrations. After the treatment, the slices were incubated for 30 min 

with 0.1 μCi/well D-[3-3H] glucose in the presence of 10 µM PD98059 (A) or 10 

µM SP600125  (B) or 10 µM SB203580 (C). Data are shown as perceptual 

means  SE of 6 independent experiments performed in triplicate. The line 

represents control value (100%). *** Significantly different from basal by one-

way ANOVA followed by Tukey’s test for p< 0.001.  

Figure 5. Evaluation of glucose uptake in the presence of exogenous insulin 

and PI3K inhibitor. (A) After confluence, the C6 cells were treated with different 

insulin concentrations for 1 hour. (B) After confluence, the C6 cells were treated 

in the presence of 10 µM insulin and 10 µM LY294002, a PI3K inhibitor for 1 

hour. (C) Hippocampal slices were treated with different insulin concentrations 

for 1 hour. (D) Hippocampal slices were treated in the absence and presence of 

10 µM insulin and in the presence of 10 µM LY294002. Slices were then 

incubated with 0.1 μCi/well D-[3-3H] glucose for 30 min in the presence of 

treatments. Data are shown as perceptual means  SE of 6 independent 

experiments performed in triplicate. The line represents control value (100%).  * 

Significantly different from basal by one-way ANOVA followed by Tukey’s test 

for p< 0.05, ** for p< 0.01. 
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Figure 6. Evaluation of S100B secretion in the presence of exogenous insulin 

and PI3K inhibitor. (A) After confluence, the medium of the C6 cells was 

replaced by FBS-free medium with different insulin concentrations for 1 hour. 

(B) After confluence, cell medium was replaced by FBS-free medium in the 

absence and presence of 10 µM insulin and in the absence and presence of 10 

µM LY294002, a PI3K inhibitor for 1 hour.  (C) Hippocampal slices were treated 

with different insulin concentrations for 1 hour. (D) Hippocampal slices were 

treated in the absence and presence of 10 µM insulin and in the absence and 

presence of 10 µM LY294002, a PI3K inhibitor for 1 hour. The S100B-secreted 

content was measured by ELISA Data are shown as perceptual means  SE of 

6 independent experiments performed in triplicate. The line represents control 

value (100%). * Significantly different from basal by one-way ANOVA, followed 

by Tukey’s test for p< 0.05, ** for p< 0.01, *** for p< 0.001. 

Figure 7. Mechanism of action of Insulin and S100B on glial glucose 

metabolism. Insulin stimulates S100B secretion from glial cells, as well as 

glucose metabolism. Both actions are inhibited by the addition of LY294002 

(LY), a PI3K inhibitor. Extracellular S100B, in turn, inhibits glucose uptake 

and/or metabolism in glial cells and this effect is blocked by the PD98059 

inihibitor (PD), which blocks the upstream kinase of ERK1/2, and anti-RAGE 

antibody. 
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Figure 6. 
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3. DISCUSSÃO 
 

O tecido cerebral utiliza principalmente como fonte energética a glicose, que 

através do metabolismo oxidativo é convertido a ATP para sobrevivência celular. O 

controle rígido do metabolismo energético é essencial para a manutenção do SNC 

(Nehlig, 2004), e várias são as maneiras para realizar este controle. Já está bem 

caracterizada que há uma sensibilidade do cérebro a insulina, particularmente em 

relação ao metabolismo da glicose.  

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa levantaram algumas questões 

sobre uma possível relação entre os níveis extracelulares de S100B e o metabolismo da 

glicose celular no tecido cerebral (Rodrigues et al., 2009; Tramontina et al., 2011; 

Vizuete et al., 2013), porém essa ligação ainda não havia sido estudada. Além disso, é 

desconhecido se existe uma conexão entre a insulina e a proteína S100B extracelular. 

O presente trabalho mostra que a S100B extracelular, em concentrações 

fisiológicas, modula negativamente o metabolismo da glicose no tecido cerebral, 

causando uma redução na captação de glicose em células gliais, de acordo com a 

hipótese anteriormente levantada, de que existiria uma relação entre a S100B e o 

metabolismo da glicose. Além disso, os nossos dados indicam que a insulina estimula a 

secreção de S100B, mostrando assim mais uma ligação. Portanto, iremos discutir uma 

possível relação fisiológica entre a insulina e a S100B no metabolismo da glicose no 

tecido cerebral. 

Foram utilizados dois modelos neste estudo: células astrogliais C6 e fatias 

hipocampais agudas. Ambos os modelos secretam quantidades inferiores da proteína 

S100B quando comparados com a cultura primária de astrócitos, tornando assim mais 
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fácil o estudo utilizando a adição exógena de S100B (Leite et al., 2009; Tramontina et 

al., 2012). Além disso, neste trabalho foram avaliados níveis exógenos de S100Bna 

ordem de (picomolar) pM, ou seja, distantes de concentrações tóxicas,  na ordem de 

(milimolar) mM, permitindo-nos assim especular sobre um papel fisiológico 

extracelular desta proteína no metabolismo da glicose. 

Foi observado neste trabalho que a S100B induziu uma diminuição na captação de 

glicose nas células astrogliais C6 e nas fatias de hipocampo, e que este efeito foi 

mediado pelo receptor RAGE. Não é claro se esta redução é devido a uma diminuição 

no consumo de glicose pelas células, ou porque ocorre um bloqueio do transportador 

de glicose. Em ambos os pressupostos, a concentração de glicose extracelular se 

apresenta aumentada.  

A S100B pode agir por ligação com o receptor RAGE, que mostrou ser o 

receptor responsável pela transdução de sinal intracelular de S100B (Huttunen et al., 

2000). RAGE é composto de um domínio de imunoglobulina de tipo V e dois domínios 

do tipo C de imunoglobulina (C1 e C2) (Schmidt et al., 1992). VC1 (complexo V) 

mostrou possuir ligação aos produtos de glicação avançada (AGEs) e para a proteína 

S100B (Dattilo et al., 2007). Para avaliar se o efeito da S100B sobre a captação de 

glicose foi mediado por ligação ao RAGE, bloqueou-se o receptor com um anticorpo 

anti-RAGE, que é específico para a região C-terminal do complexo V, região de ligação 

da S100B. Observou-se que com este bloqueio, foi capaz de prevenir os efeitos 

causados pela ação da S100B, com a captação de glicose retornando aos níveis basais, 

o que mostra que o efeito da S100B sobre a captação de glicose foi realmente mediado 

via RAGE.  
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A S100B pode modular o receptor RAGE por duas vias, dependendo da sua 

concentração: concentrações nanomolares ativam Ras / Mek / ERK-1/2 / NF-kb, 

causando uma regulação positiva do fator anti-apoptótico Bcl-2 de modo a proteger os 

neurônios, enquanto que em concentrações micromolares ativam MEK-ERK 1/2 com 

excesso de produção de espécies reativas de oxigênio levando à neurotoxicidade 

(Huttunen et al., 2000). Muitos sinais extracelulares estimulam uma cascata de 

sinalização intracelular específica que leva à ativação de proteínas cinases ativadas por 

mitógeno (MAPKs). A ERK 1/2 é uma cinase clássica que modula a cascata de 

MAPKKKs, e desempenham papéis fundamentais na proliferação celular, diferenciação, 

migração e expressão gênica (Roux and Blenis, 2004). ERK 1/2 parece ser essencial na 

sobrevivência neuronal, plasticidade e regeneração de muitos tipos celulares do SNC 

(Miloso et al., 2008). Tipicamente, os receptores da superfície celular, tais como as 

tirosina-cinases e RAGE transmitem sinais para ativar a cascata de Raf / MEK / ERK. 

Wang e colaboradores  mostraram que o tratamento com o interferon α (IFNα), 

especialmente com IFNα2b em células C6 de glioma, causa uma diminuição do 

consumo de glicose e uma diminuição na expressão de GLUT1. Além disso, sabe-se que  

a fosforilação de membros da família de MAPK (JNK, a ERK1/2 e p38/MAPK) está 

envolvida na proliferação celular induzida por IFN e apoptose. Este estudo também 

mostrou que a ativação de JNK e de ERK1/2 em astrócitos tratados com IFN estão 

relacionadas com a redução do consumo de glicose (Wang et al., 2012).  

Outro achado que corrobora com a suposição de que GLUTs e a cascata de 

MAPK estão ligadas, é a ativação de ERK1/2 por angiotensina, que leva à inibição da 

captação de glicose em células musculares (Izawa et al., 2005).   
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A partir disto, foram avaliadas as possíveis vias de sinalização possivelmente 

envolvidas na redução da captação de glicose pela ação de S100B exógena. Com a 

utilização de PD98059,  inibidor de MEK/ERK1/2 , mostrou-se que, em ambos os 

modelos utilizados, houve uma inibição do efeito causado pela S100B, e que, portanto 

este efeito envolveu a ERK, uma via clássica de ativação de RAGE por S100B (Donato et 

al., 2009; Gonçalves et al., 2000). Outras MAPKs, como a JNK/p38 também parecem 

estar envolvidas, com base nos resultados obtidos em fatias hipocampais agudas, 

porém, os mecanismos que ligam RAGE / ERK1/2 com os GLUTs ainda permanecem 

inconclusivos. 

Neste momento de discussão, é importante ressaltar um aspecto de nossas 

condições experimentais que nos impede de obter resultados claramente conclusivos. 

As células C6 e as fatias de hipocampo foram incubadas com D-glicose [3-3H], que é 

tanto captada quanto metabolizada pela célula, o que nos levou utilizar o termo  

“metabolismo da glicose” como sinônimo de captação de glicose. O efeito da S100B 

envolve a captação de glicose, porém neste momento, não podemos dizer se envolve 

diretamente o transporte e/ou consumo de glicose nos seus diversos destinos 

metabólicos nas células da glia. No entanto, o efeito final da S100B, causando redução 

na captação de glicose é claro. 

As ações da insulina são mediadas pela ligação ao RI, receptor tirosina cinase 

amplamente distribuídos pelo SNC (Ramalingam and Kim, 2014). Ao contrário de 

outros receptores tirosina-cinases, a maioria das funções do receptor de insulina 

requer moléculas acessórias conhecidas como substratos do receptor. Duas principais 

vias de sinalização celular são ativadas pela ligação da insulina, a via da PI3K/Akt e a da 
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Ras/MAPK. Estas cascatas regulam diversos processos celulares, tais como a expressão 

gênica, síntese de proteínas, tráfego de vesículas, que resultam na regulação do 

metabolismo de glicose, no crescimento e diferenciação celular (Nemoto et al., 2010; 

Schulingkamp et al., 2000).  

Quando avaliada a ação da insulina sobre a captação de glicose, foi observado  

que a insulina nas concentrações de 1 e/ou 10 nM foi capaz de aumentar o 

metabolismo de glicose nas células gliais C6 e nas fatias hipocampais. O efeito citado 

anteriormente claramente envolve a via de sinalização da PI-3K. Isto foi observado a 

partir da utilização de inibidor da via em questão, o que causou um bloqueio do efeito 

da insulina sobre o parâmetro observado.  

Alguns trabalhos corroboram com este achado. Zhao e colaboradores 

observaram sobreposições de insulina, RI, e de transportadores de glicose (GLUT 1 e 

GLUT4), em diversas regiões cerebrais,  principalmente hipocampo e no plexo coróide 

(Zhao et al., 1999). Além disso, alterações nos níveis circulantes de insulina foram 

descritos como moduladores da expressão de GLUT4 cerebelar (Vannucci et al., 1998), 

e um trabalho de 2004 descreve que a hiperinsulinemia leva a alterações na utilização 

da glicose no cérebro de roedores (Craft and Watson, 2004).  

A confirmação de que a insulina medeia o metabolismo da glicose cerebral veio 

com o trabalho de Bingham e colaboradores (Bingham et al., 2002), que observaram 

que os níveis de insulina em jejum estimulam o metabolismo da glicose no córtex 

cerebral humano de forma direta (como nos tecidos periféricos) ou indireta  (através 

da estimulação da insulina e posterior ativação neuronal). Estes autores também 

sugeriram que se o recrutamento de GLUTs para a membrana plasmática e o 
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subsequente aumento na captação de glicose se deviam ao efeito direto da insulina, o 

que possivelmente envolveria parcialmente o GLUT1 glial sensível à insulina, uma vez 

que o principal transportador de glicose neuronal (GLUT3) é insensível à insulina. 

 Uma via alternativa da insulina para fornecer energia para os neurônios 

envolve a inibição da captação de norepinefrina neuronal, com consequente ativação 

de receptores β-adrenérgicos gliais e liberação de glicose a partir de estoques de 

glicogênio astrocítico (McCall, 2004). Como resultado, o glicogênio mobilizado pode 

ser convertido à glicose, a qual é então transportada para o fluído extracelular via 

GLUT1 estimulado por insulina, constituindo assim uma fonte adicional de energia para 

os neurônios (Ghosh et al., 2005). Essas evidências sugerem que qualquer interferência 

no cross-talk entre insulina e o metabolismo da glicose no SNC pode prejudicar a 

síntese de ATP e levar à apoptose neuronal (Russell et al., 2002). Além disso, a ativação 

de RIs e consequentemente da via PI-3K/Akt pela ação da insulina, preveniu a 

diminuição da expressão da enzima hexocinase-II da via glicolítica, estimulando, assim, 

a glicólise em cultura neuronal de rato (Duarte et al., 2006). Isto reforça a ideia de que 

o cérebro é tanto suscetível à ação da insulina quanto sensível à glicose (Stockhorst et 

al., 2004). 

No presente estudo, a insulina na concentração de 10 nM foi capaz de induzir 

um aumento na secreção da proteína S100B em fatias de hipocampo através da via PI-

3K, mas o mesmo não foi observado em células gliais C6. Foi observado, entretanto, 

um efeito per se do inibidor da via PI-3K, causando um aumento na secreção da 

proteína S100B o que sugere que a sinalização da insulina talvez aumente a secreção 

de S100B. Este link entre a insulina e S100B, pode ajudar a explicar as diminuições nos 
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níveis de S100B no líquor encontradas em condições de sinalização deficiente de 

insulina, como na demência induzida por estreptozotocina (STZ) (Rodrigues et al., 

2009; Salkovic-Petrisic and Hoyer, 2007) ou como na sinalização da insulina reduzida 

vista na dieta cetogênica (Ziegler et al., 2004).  

Outras observações também vêm de encontro com essa correlação. Por 

exemplo, os antipsicóticos parecem diminuir a sensibilidade à insulina (ver Deng, 2013 

para uma revisão), bem como a secreção de S100B (de Souza et al., 2013; Steiner et al., 

2010), enquanto que em pacientes com esquizofrenia foi observado um aumento de 

S100B no soro em vários estudos (Lara et al., 2001; Rothermundt et al., 2004; 

Schroeter and Steiner, 2009). Além disso, o antidepressivo fluoxetina que é um inibidor 

seletivo da receptação de serotonina, aumenta a secreção de S100B em cultura de 

astrócitos e fatias hipocampais agudas (Tramontina et al., 2008) e parece aumentar a 

sensibilidade à insulina, alteração esta observada em uma investigação pré-clínica e 

clínica com antidepressivos em relação ao metabolismo da glicose (McIntyre et al., 

2006). Esses dados  reforçam a possibilidade de ligação entre os eventos, como um 

feedback negativo, onde a secreção de S100B surge para restabelecer a homeostase 

do metabolismo da glicose. Está claro que estas observações não esclarecem o dilema 

– o que vem em primeiro lugar -, mas eles estão a favor da possibilidade da modulação 

da secreção de S100B pela insulina.  

No sistema periférico os adipócitos, como os astrócitos no SNC, apresentam 

intenso metabolismo da glicose. No estado alimentado, a glicose é convertida a ácidos 

graxos e triacilgliceróis (lipogênese). Por outro lado, os estoques de triacilgliceróis são 

mobilizados e degradados novamente a ácidos graxos e glicerol (lipólise) no estado de 
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jejum (Reshef et al., 2003). A S100B também é encontrada igualmente entre as várias 

células de tecidos não neurais, como adipócitos (Michetti et al., 1983), condrócitos 

(Stefansson et al., 1982) e células de melanoma (Cocchia et al., 1981). A secreção de 

S100B por adipócitos possui uma regulação positiva em resposta aos hormônios 

glucagon e as catecolaminas, provavelmente desencadeada por uma via mediada por 

monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), como a que ocorre em astrócitos (Pinto et 

al., 2000). A insulina, que atenua a via do AMPc em adipócitos, causa uma diminuição 

na secreção de S100B (Suzuki and Kato, 1985). A S100B pode inibir a fosfo-

glucomutase e estimular a aldolase, estes efeitos juntos conduzem a um aumento na 

atividade da via glicolítica em adipócitos (Landar et al., 1996; Zimmer and Van Eldik, 

1986). 

Além disso, dados recentes sugerem que os adipócitos com super-expressão de 

RAGE, que é o receptor pelo qual a S100B exerce seus efeitos intracelulares, 

apresentam redução na sensibilidade à insulina (Monden et al., 2013). Isso abre outra 

possibilidade de cross-talk entre a insulina e a S100B. Experimentos em andamento em 

nosso laboratório com silenciamento do receptor RAGE irão ajudar a esclarecer essa 

possibilidade no tecido cerebral. No entanto, independentemente dessa outra 

possibilidade, concebemos uma ligação entre a insulina e a S100B para modular o 

metabolismo da glicose cerebral. Assim, até agora um papel direto do efeito 

intracelular da S100B sobre o metabolismo da glicose nos adipócitos continua a ser 

uma especulação (ver Figura 1). 
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Fig. 1: Mecanismo de ação da S100B/ insulina no metabolismo da glicose glial e no tecido 

adiposo. A insulina estimulada pelo aumento de glicose aumenta a secreção de S100B em células gliais e 
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também melhora a captação e o metabolismo de glicose. Ambas as ações são inibidas por adição de LY, 

um inibidor de PI3K. A S100B exógena, por sua vez, inibe a captação de glicose nas células da glia, como 

um feedback negativo, sendo que este efeito é bloqueado pela adição de PD, um inibidor ERK1/2, e pelo 

anticorpo anti-RAGE. Em comparação, no tecido adiposo a insulina atua negativamente sobre a secreção 

da S100B, que por sua vez, pode estar bloqueando o metabolismo da glicose, enquanto que a insulina o 

aumenta. Ou seja, a insulina aumenta o armazenamento de glicose nos adipócitos, enquanto que a 

S1OOB aparentemente atua diminuindo o metabolismo de glicose, sendo as ações inversas.  

A insulina estimula o metabolismo da glicose cerebral, enquanto a S100B faz o 

oposto. No entanto, a secreção de S100B estimulada pela insulina, funciona como um 

freio ou feedback negativo para a ação da própria insulina. Este freio pode ter 

atividades diferentes nos neurônios e células gliais devido à quantidade diferente do 

receptor RAGE, em condições fisiológicas e patológicas. Por exemplo, tem sido 

relatado um aumento de RAGE em diabetes mellitus e na doença de Alzheimer (Leclerc 

et al., 2010). Tal aumento poderia, por ativação de S100B, resultar numa diminuição 

do metabolismo da glicose. É possível que a secreção de S100B, neste caso, seja 

induzida por citocinas, por exemplo (de Souza et al., 2009), porque a sinalização de 

insulina está prejudicada. Além disso, possivelmente, o peptídeo beta-amilóide (em 

vez de S100B) na doença de Alzheimer pode estar ativando RAGE, já que o mesmo 

também é um ligante do receptor.  

Este eixo insulina-S100B de regulação é diferente no cérebro e no tecido 

adiposo, onde ocorre diminuição de secreção de insulina S100B (Suzuki and Kato, 

1985). Recentemente foi relatado que o aumento nos níveis de glicose/insulina em 

seres humanos saudáveis é acompanhado pela redução nos níveis séricos de S100B 

(Steiner et al., 2014). É desconhecido se a S100B extracelular no tecido adiposo 
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também diminui a absorção de glicose, mas a super expressão de RAGE em adipócitos 

está associada à supressão do transportador de glicose tipo 4 (dependente de 

insulina),  e atenua a captação de glicose estimulada por insulina (Monden et al., 

2013). Neste momento é possível especular que em um ambiente rico em glicose, o 

eixo insulina-S100B aciona os adipócitos para armazenarem a glicose, e protege dessa 

maneira os astrócitos de um fluxo em massa. Por outro lado, em uma condição de 

jejum, este “freio” seria desligado no tecido cerebral (Vizuete et al., 2013). 

Em resumo, estes dados obtidos em preparadps de células de glioma C6 e fatias 

hipocampais agudas indicam que: (i) S100B, em níveis fisiológicos, por meio de 

sinalização RAGE/ERK, diminui o metabolismo da glicose, e (ii) a insulina estimula a 

secreção de S100B via sinalização por PI-3K. Tais conexões nos permitem conceber 

uma modulação insulina-S100B de utilização da glicose, o que contribui para ampliar o 

entendimento sobre o metabolismo da glicose em várias condições: fisiológico (por 

exemplo, cetose), patológica (doença de Alzheimer, por exemplo) e exposição 

farmacológica (por exemplo, antipsicóticos). 
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