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RESUMO 
 

A proteína S100B pertence à família  S100 de proteínas ligantes de Ca+2.  

Sua expressão dá-se primariamente em astrócitos, os quais também secretam 

esta proteína, exercendo um papel trófico sobre as células vizinhas. A adição de 

S100B tem promovido a sobrevivência de neurônios em cultura e, recentemente, 

tem sido proposto um papel protetor da S100B contra a excitoxicidade. Neste 

trabalho investigamos a liberação de S100B na presença de alta concentração de 

glutamato.  A secreção de S100B em astrócitos de ratos em cultura foi 

quantificada, pelo método de ELISA, durante 24 horas após uma privação de soro 

de 30 minutos (condição estimulada) ou não (condição basal). A integridade dos 

astrócitos foi analisada por ensaios de exclusão de azul de tripan e medida da 

LDH. Glutamato (1 mM) não teve efeito sobre a secreção basal de S100B, mas 

diminuiu a liberação 1h depois da privação de soro. A privação de soro que 

estimulou a liberação de S100B foi dependente de síntese protéica e reduzida por 

Rp-AMPc e H-89, sugerindo o envolvimento da via AMPc/PKA, possivelmente 

sobre o elemento sensível ao AMPc no gene de S100B. Além disso, a privação de 

soro foi acompanhada por um aumento transitório do conteúdo intracelular de 

AMPc. Nossos resultados sugerem que o proposto papel neurotrófico da S100B, 

pelo menos em cultura de astrócitos hipocampais, poderia estar prejudicado por 

altos níveis de glutamato. Não está claro ainda se o efeito do glutamato é 

medeado por receptores. Na tentativa de investigar o mecanismo envolvido 

usamos inibidores do transporte de glutamato e agonistas de glutamato. Os 

resultados indicam que ambos receptores metabotrópicos do Grupo I/II e 

transportadores de glutamato estão envolvidos no decréscimo da secreção de 

S100B induzida pelo glutamato. 

 

 

  

  

  

  

  



  

AABBSSTTRRAACCTT  
 

The S100B protein belongs to the S100 family of calcium binding proteins. 

The protein is primarily expressed by astrocytes and secreted by these cells, 

playing a neurotrophic role in neighboring cells. Addition of S100B has increased 

survival of neurons and promoted neurite extension and recently a protective role 

against glutamate-induced excitotoxicity has been proposed. Here we investigated 

S100B release in presence of high glutamate. After serum-deprivation for 30 min 

(stimulated condition) or not (basal condition) S100B release in hippocampal 

astrocyte cultures was measured during 24 h by ELISA. Integrity of astrocytes was 

analysed by trypan blue exclusion and LDH assays. Glutamate at 1 mM had no 

effect on basal secretion of S100B, but it decreased S100B release in serum-

deprived astrocytes after 1h. Serum-deprivation stimulated release of S100B was 

dependent on protein synthesis and was reduced by Rp-cAMP and H89, 

suggesting an involvement of cAMP/PKA, possibly on cAMP response element in 

the S100B gene. In addition, serum-deprivation was accompained by a transitory 

increase of intracellular content of cAMP. Our results suggest that the putative 

neurotrophic role of extracellular S100B, at least in cultured hippocampal 

astrocytes, could be damaged by high levels of glutamate.  It is not clear yet if this 

glutamate effect is mediated by glutamate receptors. In order to investigate the 

mechanism involved we used inhibitors of glutamate transport and agonists of 

glutamate. Results indicate that both type I/II metabotropic receptors and 

glutamate transporters are involved in glutamate-induced decreasing of S100B 

secretion.  
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Figura 1.: 

 
Os principais componentes do SNC e suas 
interrelações.Legenda: VS: vasos sangüíneos; V: espaço 
ventricular; M: superfície da meninge. Segundo Raine 
(1994). 
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Figura 2.: 
 

 
Estrutura molecular da proteína S100B. Segundo Donato 
(1999). 
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Figura 3.: 

 
Mecanismos de transdução de sinal acoplados aos 
mGluRs. Segundo Raine (1994). 
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Figura 4.: 

 
Captação de glutamato dependente de Na+. A entrada de 
cada molécula de glutamato carrega junto três Na+ e sai 
um K+ e uma molécula de bicarbonato. Adaptado de Hof e 
colaboradores (1999). 
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Figura 5.: 

 
Esquema da técnica utilizada para o preparo de culturas 
primárias de astrócitos hipocampais segundo Gottfried 
(1996). 

 
 
 
21 

 
Figura 6.: 

 
Curva de tempo para a secreção de S100B em cultura de 
astrócitos estimuladas ou não pela ausência de SFB. 
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Figura 7.: 

 
Efeito do glutamato sobre a secreção de S100B em cultura 
de astrócitos hipocampais. 
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Figura 8.: 

 
Efeito da ciclohexemida sobre a secreção de S100B em 
cultura de astrócitos hipocampais. 
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Figura 9.: 

 
Envolvimento da via de transdução AMPc/PKA no 
mecanismo de secreção da proteína S100B em astrócitos 
estimulados pela ausência de SFB. 
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Figura 10.: 

 
Avaliação do envolvimento da via de transdução de sinal 
AMPc/PKA sobre o efeito do glutamato no mecanismo de 
secreção da proteína S100B em astrócitos estimulados 
pela ausência de SFB. 
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Figura 11.: 

 
Avaliação do envolvimento do mecanismo de transporte de 
glutamato na secreção de S100B em cultura de astrócitos 
estimuladas pela ausência de SFB. 
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Figura 12.: 

 
Avaliação do envolvimento dos receptores glutamatérgicos 
metabotrópicos na secreção de S100B em astrócitos 
estimulados pela ausência de SFB. 
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Figura 13: 

 
Avaliação do envolvimento dos receptores glutamatérgicos 
ionotrópicos na secreção de S100B em astrócitos 
estimulados pela ausência de SFB. 
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Materiais utilizados na quantificação do AMPc 
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II..  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  
 

 O neuroanatomista Santiago Ramón y Cajal (prêmio Nobel em 1906) foi o 

pioneiro nos estudos histológico do tecido cerebral. Seu trabalho demonstrou que 

o cérebro era um órgão como outro, formado por inúmeras células. Mas, apesar 

disso, estas células apresentavam características peculiares, o que possibilitava 

uma intensa intercomunicação entre elas.  

A partir de estudos eletrofisiológicos feitos nas décadas de 50 e 60, 

principalmente por Hodgkin e Huxley (1952) no neurônio gigante da lula, os 

mecanismos utilizados nesta intercomunicação, entre as células nervosas, 

começaram a ser esclarecidos. Logo, estes trabalhos demonstraram que o século 

XX foi o marco das grandes descobertas em relação a este fascinante “mundo” 

que é o sistema nervoso central (SNC). 

O SNC, tratado durante muito tempo como uma caixa preta, sempre 

representou um desafio para os cientistas, não só pela sua complexidade, mas 

pela importância humana que a compreensão do cérebro representa. Cada vez 

mais, busca-se explicar as bases biológicas para compreender nosso 

comportamento, memória, aprendizado, para que com isso, se possa explicar 

desordens e patologias que atingem este sistema. 

O desenvolvimento de novas técnicas de estudos (cultura de células ou 

cultura organotípica, por exemplo) tem contribuído muito para o avanço das 

pesquisas na área das neurociências. Mas, ainda, existem muitas barreiras entre o 

que observamos in vitro e o que realmente ocorre in vivo. Apesar disso, os 

modelos existentes permitem uma melhor compreensão dos processos neurais 

tanto ao nível celular quanto molecular. 

 

II..11..  CCoommppoonneenntteess  ddoo  ssiisstteemmaa  nneerrvvoossoo  cceennttrraall  
  
II..11..11..  NNeeuurrôônniiooss  
 

Os neurônios são células de origem ectodérmica capazes de transmitir 

sinais elétricos. Esta capacidade de condução elétrica dá-se pela passagem de 

correntes iônicas através de poros, também chamados de canais, presentes na 

sua membrana. Estes poros podem ser permeáveis somente a cátions, como 



  

Na+2, K+ e Ca+2, ou a ânios, como Cl-, seu principal representante (Clapham, 

1995).  

As células neuronais são formadas pelo corpo celular, também chamado de 

soma, o qual é o centro metabólico da célula. Do corpo celular partem uma série 

de processos: os dendritos, que são receptores de sinais químicos e elétricos 

(pós-sináptico), e o axônio, um longo e, geralmente, único prolongamento 

responsável pela condução do impulso elétrico para as células adjacentes (pré-

sináptico). 

O principal meio de comunicação entre os neurônios é as sinapses.  As 

sinapses químicas são compostas por um terminal pré-sináptico, capaz de liberar 

neurotransmissores, e uma membrana pós-sináptica, onde, em sua superfície, 

estão presente receptores capazes de transmitir a mensagem trazida pelos 

neurotransmissores. 

 

II..11..22..  NNeeuurroogglliiaa 

 

As células gliais, ou neuroglia, foram descritas em 1946 por Virchow como 

sendo mero componente de suporte estrutural para as células neuronais. Na 

década de 50, estudos realizados em astrócitos demonstraram que estas células 

davam não só suporte estrutural, mas também suporte metabólico aos neurônios, 

principalmente no metabolismo de neurotransmissores, como glutamato e GABA, 

de íons K+ e no metabolismo energético, regulando a quantidade de glicose 

cerebral (Kimelberg & Norenberg, 1989). 

A imagem de que as células gliais apenas exerciam a função de suporte 

mecânico e metabólico somente foi modificada na década de 70, quando 

receptores β-adrenérgicos foram descobertos em astrócitos. Isso mostrou que 

estas células, apesar de não serem excitáveis, podem responder a mudanças do 

meio extracelular (Kimelberg & Norenberg, 1989; Laming et al., 2000), 

contribuindo assim para a plasticidade neural. 

Algumas características são cruciais para a diferenciação de células 

neuronais e glias. Entre estas se destacam a incapacidade das células gliais de 

formarem contatos sinápticos e a habilidade de dividir-se ao longo da vida (Raine, 

1994). Além disso, a membrana destas células difere da neuronal por não ser 



excitável, como dito anteriormente, ter potencial de repouso mais negativo e maior 

permeabilidade a íons K+ (Barres, 1991). 

Na figura 1, podemos observar a estreita relação entre as células que 

compõem o SNC. Além disso, as diversas funções exercidas pelas células gliais 

também estão representadas nesta figura, como a formação da mielina, a 

participação na barreira hemato-encefálica e suporte estrutural.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
FFiigguurraa  11::  Os principais componentes do SNC e suas interrelações. Legenda: VS: 

vasos sangüíneos; V: espaço ventricular; M: superfície da meninge. 

Segundo Raine (1994). 

 

 A neuroglia é dividida em três grupos principais: a microglia (de origem 

mesodérmica), a macroglia (de origem ectodérmica), composta pelos astrócitos e 

oligodendrócitos e as células ependimárias (glia radial), também de origem 

ectodérmica, responsáveis pelo revestimento dos ventrículos cerebrais e do canal 

central da medula espinhal (Raine, 1998). 

 

II..11..22..11..  MMiiccrroogglliiaa 

 

As células da microglia compõem cerca de 5 a 20% do volume cerebral e, 

por causa da sua mobilidade, são considerados os macrófagos do SNC. (Streit, 

1995).  

  



  

No SNC adulto, a microglia pode apresentar-se em três diferentes formas 

(Streit, 1995): 

9 ramificada ou em repouso: presente no cérebro hígido; 

9 ativada ou reativa: observada em estados patológicos do cérebro, 

apesar de não apresentar capacidade fagocitária; 

9 fagocitária: nesta forma, a microglia exerce a função de eliminar 

resíduos de células cerebrais mortas.  

Em casos de dano neuronal, há a liberação de neurotoxinas as quais agem 

sobre a microglia, promovendo a passagem da sua forma intermediária para a 

ativada (Streit, 1996). Esta ação benéfica exercida pela microglia, onde auxilia na 

regeneração neuronal, tem sido questionada, uma vez que alguns estudos 

demonstraram que estas células produzem agentes neurotóxicos quando em 

cultura (Streit, 1993). 

  

II..11..22..22..  OOlliiggooddeennddrróócciittooss  
 

Os oligodendrócitos são as células responsáveis pela mielinização dos 

neurônios no SNC. Segundo Rio Hortega (1928), estas células são abundantes na 

substância branca do cérebro e são classificadas em três tipos (citado por 

Szuchet, 1995): 

9 interfasciculares: encontrados justapostos aos prolongamentos 

neuronais, promovendo sua mielinização; 

9 perineuronais: localizados junto ao soma neuronal; 

9 perivasculares: envolvem vasos sangüíneos. 

 

II..11..22..33..  AAssttrróócciittooss 

 

 As células astrogliais, ou simplesmente astrócitos, são as mais abundantes 

no SNC, ocupando cerca de 50% do volume cerebral (Pope, 1978). Estas células 

são conhecidas desde o século XIX, mas durante muito tempo não despertaram o 

interesse dos cientistas, pois eram tratadas somente como suporte estrutural para 

os neurônios, os quais eram realmente importantes. 

 Esta imagem puramente estrutural dos astrócitos tem tornado-se 

enfraquecida nos últimos 40 anos. Muitos estudos têm demonstrado que os 



  

astrócitos são as células que apresentam maior diversidade funcional no cérebro, 

além de uma capacidade altamente dinâmica de alterar seu fenótipo no decorrer 

da vida (Shao e McCarthy, 1994). 

 Os astrócitos, chamados assim pelo seu aspecto estrelar, são classificados 

em dois subtipos: os astrócitos fibrosos, que se encontram principalmente na 

substância branca do cérebro, e os astrócitos protoplasmáticos, encontrados em 

maior concentração na substância cinzenta onde circundam o corpo neuronal, 

dendritos e sinapses. Ambos os tipos estão em contato com capilares sanguíneos 

e neurônios. Esta classificação é um pouco diferente em cultura, onde são 

classificados em astrócitos do tipo 2 e 1, respectivamente (Kimelberg & 

Norenberg, 1989). 

 Algumas estruturas cerebrais apresentam tipos característicos de 

astrócitos, como a glia de Bergmann no cerebelo, as células de Muller na retina e 

pituitócitos na glândula pituitária (Shao e McCarthy, 1994). 

 Muitos trabalhos têm atribuído aos astrócitos importantes funções, dentre 

as quais pode-se destacar: 

9 auxiliam na migração de neurônios durante o desenvolvimento 

cerebral através da formação de fibras pela glia radial (Hatten e Mason, 1990; 

Hunter e Hatten, 1995); 

9 fornecem fatores tróficos para neurônios, antes mesmo de estes 

estabelecerem seus contatos sinápticos (Schwartz e Mishler, 1990); 

9 estocam glicogênio, sendo a principal reserva energética do cérebro 

(Hamprecht e Dringen, 1995); 

9 tamponam níveis iônicos extracelulares preservando a atividade 

excitatória neuronal (Walz, 1989; Newman, 1995); 

9 participam do metabolismo glutamatérgico, sendo a única célula 

nervosa que contém a enzima glutamina sintetase (Kimelberg e Katz, 1985; 

Kimelberg & Norenberg, 1989). 

Outra importante função exercida pelos astrócitos refere-se ao processo de 

cicatrização nervosa, conhecida como astrogliose reativa. Este processo ocorre 

após injúrias cerebrais, e tem sido registrado em doenças como: síndrome da 

imunodeficiência adquirida (SIDA), encefalopatias espongiformes causadas por 

príons, doenças inflamatórias desmielinizantes, injúrias traumáticas agudas no 

cérebro e doenças neurodegenerativas como o mal de Alzheimer. Em função da 



  

astrogliose reativa, há um aumento no conteúdo intracelular de uma proteína 

marcadora de astrócitos, a proteína ácida fibrilar glial (GFAP), que compõe os 

filamentos intermediários destas células (Eng e Ghirnikar, 1994). Em casos como 

o do mal de Alzheimer, há também o aumento da expressão de outra proteína 

marcadora de astrócitos, a proteína S100B, a qual pode estar envolvida na 

patogenia desta doença (Griffin et al., 1998). 

 

II..11..22..33..11..  PPllaassttiicciiddaaddee  nneeuurraall::  ffaattoorreess  nneeuurroottrróóffiiccooss   
 

Os astrócitos, como já foi dito anteriormente, são fundamentais para o 

desenvolvimento cerebral não só por guiarem os neurônios, mas também por 

produzirem e liberarem quantidades apropriadas de fatores tróficos para estas 

células, antes e durante a formação das conexões funcionais no indivíduo adulto 

(Schwartz e Mishler, 1990). Assim, através da liberação destes fatores, os 

astrócitos atuam sobre a maturação, diferenciação e sobrevivência dos neurônios 

que estão ao seu redor (Banker, 1982; Manthorpe et al., 1986). Entre os fatores 

neurotróficos expressos por essas células destaca-se: o NGF, o FGF e a S100B. 

Na literatura há muito pouca informação a cerca da distribuição e 

localização dos fatores neurotróficos durante o desenvolvimento do SNC. Lu et al. 

(1991) demonstrou que em nervo óptico 10 dias pós-natal, o qual possui somente 

células gliais, há níveis detectáveis de mRNA do NGF. Isso poderia indicar que, 

além do seu papel neurotrófico, o NGF expresso pelas células gliais, durante o 

desenvolvimento do SNC, exerceria uma influência trófica sobre o crescimento 

axonal, atuando como um guia.  

Em cérebro de rato, foi estabelecido que há um aumento nos níveis de FGF 

entre 10 e 40 dias pós-natal (Caday et al., 1990). Este período de 

desenvolvimento é caracterizado pela proliferação glial, crescimento neuronal e, 

também, pela formação das sinapses, sugerindo que o FGF desempenharia uma 

importante função neste processo. 

Ainda não foram realizados trabalhos demonstrando as concentrações de 

S100B, uma proteína expressa somente por astrócitos, durante o desenvolvimento 

do SNC. Entretanto existem evidências de que a S100B estimula o crescimento de 

neuritos (Kligman & Marshak, 1985) e aumenta a sobrevivência de neurônios 

(Winningham-Major et al., 1989; Azmitia et al., 1990; Marshak, 1990). 



  

II..22..  PPrrootteeíínnaa  SS110000BB 

 

 A S100B é uma proteína primariamente sintetizada pelos astrócitos. É um 

homodímero (ββ) de 21kDa, onde cada monômero caracteriza-se pela presença 

de dois sítios de ligação para o Ca2+ do tipo EF-hand, os quais podem ser 

observados na figura 2 (Donato, 1999). As proteínas pertencentes à Família S100, 

entre as quais está a S100B, são assim chamadas por serem 100% solúveis em 

uma solução saturada de sulfato de amônia, e foram inicialmente purificadas a 

partir de cérebro bovino (Moore, 1965). Além do Ca2+, esta proteína é capaz de 

ligar-se ao Zn2+ (Shäfer et al., 1996, Donato, 1991), com uma afinidade 

relativamente alta, e ao Cu2+ (Nishikawa et al., 1997). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Estrutura molecular da proteína S100B. Segundo Donato (1999).  

 

Alguns estudos têm atribuído a S100B um papel na regulação da 

polimerização de proteínas do citoesqueleto, como os microtúbulos e filamentos 

intermediários do tipo III (GFAP e Vimentina, por exemplo), através da interação 

de resíduos da porção N-terminal com uma subunidade da proteína alvo (Sorci et 

al., 1998; Donato, 2001). Da mesma forma, esta proteína pode também regular a 

fosforilação de algumas proteínas bloqueando a interação das quinases com seus 

substratos. Entre as proteínas alvo que tem sua fosforilação inibida pela S100B 

estão: a GAP-43 (ou neuromodulina), a proteína supressora de tumor p53 e a 

vimentina (Donato, 1999). Estudos feitos em nosso laboratório demonstraram que 



  

a S100B atua, também, sobre a fosforilação da GFAP, pois uma vez presente no 

meio de incubação da fração citoesquelética, obtida de hipocampo de ratos 

jovens, reduz a fosforilação desta proteína (Ziegler et al., 1998). 

Entre outras funções importantes exercidas por esta proteína, tem-se seu 

papel como mediadora dos sinais de Ca2+ em processos como crescimento, 

diferenciação e mobilidade celular (Scotto et al.,1998). Além disso, esta proteína 

estimula a proliferação de astrócitos e de células de glioma C6, aumenta a 

sobrevivência de neurônios e promove a extensão de neuritos. Assim sendo, a 

S100B não exerce somente funções intracelulares relacionadas à regulação do 

Ca2+, mas também pode ser secretada para o meio extracelular exercendo 

funções sobre as células vizinhas (Donato, 2001).  

  

 II..22..11..  EExxpprreessssããoo  ddaa  pprrootteeíínnaa  SS110000BB  
 

Como foi colocado anteriormente, a S100B é sintetizada primariamente 

pelos astrócitos, podendo ser secretada por estas células. O gene que codifica 

esta proteína localiza-se no cromossomo 21q22.3, o que leva a um aumento da 

sua expressão na Síndrome de Down (Griffin et al., 1989).  

Alguns trabalhos têm demonstrado que o aumento intracelular nos níveis de 

AMPc resulta em um aumento na síntese de S100B, em células C6 de glioma de 

rato. Isto poderia levar a ativação do elemento resposta do AMPc (CREB), descrito 

em humanos como regulador do gene da S100B (Donato, 1999). 

Diversos fatores têm sido reportados como reguladores da expressão da 

S100B, entre estes se destacam: 

9 a dexametasona, a qual causa um efeito bifásico nos níveis do RNA 

mensageiro (mRNA) da S100B em cultura de astrócitos hipocampais de ratos (Niu 

et al., 1997); 

9 a forscolina (Higashida et al., 1985) e as catecolaminas (Labourdette 

e Mandel, 1980), as quais estimulam o aumento na concentração intracelular da 

proteína S100B em células de glioma de rato C6 e GA-1, sendo este processo 

dependente de AMPc; 

9 o b-FGF-2, o qual pode diminuir (“short-term”) ou aumentar (“long-

term”) os níveis do mRNA da S100B dependendo do tempo de exposição a este 



  

fator trófico, provavelmente devido a mudanças na regulação da transcrição 

gênica (Hinkle et al., 1998); 

9 a interleucina-1β, a qual causa uma supressão na expressão do 

mRNA da S100B em astrócitos corticais, tanto num tratamento longo quanto num 

curto, sem causar uma diminuição significativa na concentração intracelular desta 

proteína (Hinkle et al., 1998); 

9 e o β-amilóide, o qual estimula a síntese de ambos, mRNA e proteína 

S100B, em células de glioma C6 e cultura primária de astrócitos (Peña et al., 

1995). Isto está de acordo com trabalhos que demonstram um significativo 

aumento no conteúdo da proteína S100B no cérebro de pacientes com Mal de 

Alzheimer, onde o β-amilóide induz a formação das placas senis. Este aumento 

nos níveis de S100B é encontrado em astrócitos ativados associados a essas 

placas (Donato, 1999).  

 

II..22..22..  PPaappeell  eexxttrraacceelluullaarr  ddaa  SS110000BB  
  
O interesse pelo estudo da atividade extracelular da S100B tem aumentado 

nos últimos anos. O fato de que esta proteína pode ser secretada, pelos astrócitos 

(Shashoua et al., 1984) e por células de glioma C6 (Van Eldik and Zimmer, 1987), 

fez com que os pesquisadores buscassem quais os fatores que induzem esta 

secreção e o papel da S100B no meio extracelular.  

 

II..22..22..11..  SSeeccrreeççããoo  ddaa  pprrootteeíínnaa  SS110000BB  
 

Os nucleotídeos cíclicos, AMPc e GMPc, em altas concentrações (5mM) 

foram capazes de estimular a secreção de S100B em duas linhagens de glioma de 

rato (C6 e GA-1). Da mesma forma, os nucleotídeos ATP, ADP e GTP (5mM) 

induziram a secreção de S100B nestas células. Este efeito parece ser dependente 

da diminuição da concentração de Ca2+ extracelular, uma vez que a adição de 

Ca2+ no meio inibiu esta secreção estimulada pelos nucleotídeos. Além disso, o 

EGTA (1mM), um quelante de Ca2+, também estimulou a secreção de S100B em 

células GA-1 (Susuki et al., 1987). 



  

Outro potente indutor da secreção de S100B é o hormônio 

adrenocorticotrópico (ACTH). Este hormônio induziu a secreção de S100B em 

células de glioma C6 e GA-1, de uma forma dependente de concentração. O 

mecanismo envolvido neste processo ainda não está claro, mas não há o 

envolvimento da redução na concentração de Ca2+ extracelular e nem o aumento 

intracelular de AMPc (Susuki et al., 1987).  

Apesar do ACTH ter induzido a secreção de S100B, outros hormônios, 

como as catecolaminas (epinefrina, noraepinefrina, dopamina) e a acetilcolina, não 

foram capazes de estimular a secreção de S100B em células de glioma de rato 

(Susuki et al., 1987). 

Ciccarelli et al. (1999) demonstrou um aumento na secreção de S100B em 

cultura de astrócitos corticais. Esta secreção foi observada através da estimulação 

de receptores adenosina A1 e do subtipo 3 dos receptores glutamatérgicos 

metabotrópicos (mGluR3) por agonistas específicos, CCPA e DCG-IV 

respectivamente. Entretanto, não há evidências na literatura de que o ácido 

glutâmico seja capaz de induzir a secreção desta proteína. 

 

II..22..22..22..  AAttiivviiddaaddee  eexxttrraacceelluullaarr  ddaa  pprrootteeíínnaa  SS110000BB  
 

As funções extracelulares exercidas pela S100B dependem muito da sua 

concentração. Isto porque, em concentrações micromolares, a S100B exerce um 

efeito tóxico sobre as células vizinhas e, em concentrações nanomolares, 

desempenham um papel neurotrófico (Donato, 2001). 

Alguns estudos têm demonstrado que, durante o desenvolvimento do SNC, 

a S100B atua sobre os neurônios, estimulando a extensão de neuritos (Kligman, 

1985) e a sobrevivência destas células (Van Eldik et al., 1991; Ueda et al., 1995). 

Além disso, recentes estudos mostraram evidências de que a S100B protege 

células neuronais in vitro contra danos causados por altas concentrações de 

glutamato e estaurosporina (Ahlemeyer et al., 2000). Desta forma, esta proteína 

parece ser capaz de proteger os neurônios contra injúrias cerebrais (Barger et al., 

1995; Iwasaki et al., 1997), exercendo um papel neurotrófico sobre estas células. 

Este efeito neurotrófico da S100B extracelular sobre os neurônios é 

dependente da translocação nuclear do NF-kB e da regulação da expressão do 

fator anti-apoptótico Bcl-2 nas células alvo (Donato, 2001), os quais são 



  

dependentes da ligação da S100B no RAGE, um receptor de membrana (Huttunen 

et al., 2000).  

O RAGE é um receptor multiligante da família das imunoglobulinas, onde se 

liga, entre outras moléculas, o β-amilóide, a anfoterina e a S100A12. A anfoterina 

ao ligar-se no RAGE desencadeia uma série de sinalizações intracelulares. Entre 

as vias ativadas por esta molécula está a cascata Ras/MAPK, que induz a 

translocação nuclear do NFkB aumentando, assim, a sobrevivência de neurônios, 

e a via de sinalização Cdc42/Rac, envolvida no processo de extensão dos neuritos 

(Huttunem et al., 1999). Estas duas vias podem também estar envolvidas na 

ativação do RAGE pela S100B em neuroblastos, uma vez que a S100B e a 

anfoterina exercem um efeito aditivo sobre estas células (Huttunen et al., 2000). 

Além do seu efeito sobre os neurônios, a S100B também atua sobre os 

astrócitos e células de glioma C6 (Selinfreund et al., 1991), estimulando sua 

proliferação. Um estudo feito em nosso laboratório, em cultura primária de 

astrócitos, demonstrou que a S100B extracelular aumenta a fosforilação da ERK, 

um componente da via Ras/MAPK. Conseqüentemente, esta fosforilação torna a 

ERK ativa para exercer suas funções, dentre as quais está a indução da 

proliferação celular. Isto sugere que o efeito desta proteína sobre a proliferação 

dos astrócitos pode ser mediado pela via Ras/MAPK (Gonçalves et al., 2000). De 

acordo com esta observação está o trabalho de Selinfreund (1991), o qual 

demonstra que a S100B extracelular induz os fatores de transcrição c-myc e c-fos 

em células glias. 

Ainda não há evidências de que o RAGE seja expresso por astrócitos. Mas 

linhagens de astrócitos que expressam RAGE e células de glioma C6 

transfectados com RAGE cDNA são estimuladas por S100B, resultando na 

ativação do NFkB (Huttunem et al., 2000; Taguchi et al., 2000). 

A porção C-terminal da S100B não é essencial para sua atividade 

neurotrófica, mas a presença dos resíduos de cisteína nas posições 68 e 84 

(Winningham-Major et al., 1989) e do estado de oxidação destes resíduos 

(Selinfreund et al., 1991; Scotto et al., 1998) parece ser fundamental para esta 

função. Isto foi constatado em nosso laboratório, onde foi observado que a S100B 

oxidada foi mais potente em ativar a ERK (via Ras/MAPK) do que a preparação 

reduzida desta proteína (Gonçalves et al., 2000). 



  

Apesar dos seus efeitos neurotróficos, a S100B extracelular, em 

concentrações micromolares, é considerada neurotóxica. Concentrações altas 

desta proteína são encontradas em cérebro de pacientes com Síndrome de Down 

e Mal de Alzheimer, como já foi colocado anteriormente, sugerindo um 

envolvimento da S100B na patogenia de desordens neurodegenerativas 

associadas a estas doenças (Donato, 2001).  

Além disso, a S100B também é capaz de induzir a apoptose em neurônios 

e astrócitos (Fanó et al., 1993; Hu et al., 1997). Um estudo feito recentemente 

demonstrou que a S100B induz apoptose em neurônios pela ativação do RAGE. 

Esta interação, S100B/RAGE, resultou num aumento das espécies reativas de 

oxigênio, liberação do citocromo C e ativação da cascata das caspases (Huttunen 

et al., 2000). Outro estudo demonstrou que esta proteína pode estimular a 

expressão do mRNA da enzima óxido nítrico sintetase induzível (iNOS) e 

aumentar a atividade desta enzima em astrócitos (Hu et al., 1996). Assim, há uma 

elevada produção de óxido nítrico e seus derivados neurotóxicos ocasionando um 

estresse oxidativo, o que resulta na morte de células neuronais (Hu et al., 1997). 

Baseando-se nestas informações, a S100B secretada é geralmente vista 

como uma citocina, assim como a interleucina-1. Desta forma, em concentrações 

baixas (nM) promove a sobrevivência neuronal, mas em altas concentrações (uM) 

é neurotóxica (Donato, 2001). 

 

II..33..  MMoodduullaaççããoo  gglluuttaammaattéérrggiiccaa::  rreecceeppttoorreess  ee  ttrraannssppoorrttaaddoorreess 

 

 O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório no sistema nervoso 

central de mamíferos, onde desempenha um importante papel na plasticidade e na 

neurotoxicidade (Nakanishi, 1992). Sua ação no cérebro é mediada por um grupo 

de receptores presentes não só em neurônios como também em células gliais. 

Esses receptores são classificados em ionotrópicos e metabotrópicos, sendo esta 

divisão baseada nas diferenças existentes, nestes receptores, quanto a sua 

estrutura molecular, mecanismos de transdução ativados e propriedades 

farmacológicas. 

O controle dos níveis deste neurotransmissor na fenda sináptica é 

fundamental para a prevenção da excitotoxicidade neuronal, ocasionada por 

insultos agudos no cérebro. Nestes casos, os astrócitos, além dos neurônios, 



  

desempenham um importante papel na remoção do glutamato do meio 

extracelular, uma vez que apresenta em suas membranas uma família de 

proteínas transportadoras específicas para esta molécula (Sims & Robinson, 

1999). 

 

II..33..11..  RReecceeppttoorreess  ddee  gglluuttaammaattoo 

 

Os receptores glutamatérgicos estão amplamente distribuídos no SNC, 

onde estão envolvidos em uma variedade de processos durante o 

desenvolvimento das células nervosas, incluindo proliferação, migração e 

plasticidade sináptica (McDonald & Johnston, 1990). Entretanto, a expressão dos 

diferentes tipos destes receptores apresenta uma variação regional e de 

desenvolvimento bastante específica, indicando que estes podem exercer 

variadas funções quanto ao desenvolvimento e modulação do SNC. 

Os receptores glutamatérgicos metabotrópicos (mGluR) constituem um 

grupo de receptores ligados a proteínas G. O glutamato, ao ligar-se nestes 

receptores, ativam uma proteína G que pode ativar ou inibir a adenilato ciclase ou 

estimular a fosfolipase C (figura 3), regulando, assim, a síntese de diferentes 

mediadores intracelulares (IP3, AMPc ou GMPc). Dentro deste grupo de 

receptores já se conhecem oito subtipos, os quais estão divididos em três grupos 

(Pin & Duvoisin, 1995; Conn & Pin, 1997). 

Além dos receptores glutamatérgicos acoplados a proteínas G, existem 

também receptores associados a canais catiônicos denominados ionotrópicos 

(iGluR). Estes são classificados em dois grupos: os receptores NMDA e os não-

NMDA, sendo este último constituído pelos receptores AMPA e cainato. Em uma 

mesma sinapse, em geral, encontram-se os três tipos de receptores ionotrópicos, 

onde estão envolvidos na amplificação do sinal glutamatérgico (Cotman et al., 

1995). 

Os receptores NMDA são voltagem-dependentes e altamente permeáveis a 

Ca+2 (Collingridge & Watkins, 1994). Estes parecem desempenhar, no SNC, um 

papel fundamental na potenciação de longa duração (LTP), na depressão de longa 

duração (LTD) e em eventos de plasticidade. Entretanto, quando superativados, 

podem causar severos danos via excitotoxicidade (Cotman et al., 1995; Gottlieb & 

Matute, 1997). Já os receptores AMPA e cainato medeiam a transmissão sináptica 



excitatória rápida. São permeáveis a Na+ e K+ e estão associados primariamente a 

canais não-dependentes de voltagem (Cotman et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3: Mecanismos de transdução de sinal acoplados aos mGluRs. Segundo 

Raine (1994). 

 
Não há, ainda, evidências claras de que estes receptores sejam expressos 

e funcionais em astrócitos in vivo, mas recentes trabalhos em culturas deste tipo 

celular e de diferentes regiões cerebrais, demonstraram que estas células podem 

expressar mRNAs para iGluRs e para todos os tipos de mGluRs: grupo I (mGluR1 

e mGluR5), grupo II (MGluR2 e mGluR3) e grupo III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 e 

mGluR8) (Balazs et al., 1997; Wroblewska et al., 1998; Mineff & Valtschanoff, 

1999; Shelton & McCarthy, 1999). 

  
II..33..22..  TTrraannssppoorrttaaddoorreess  ddee  gglluuttaammaattoo 

 

Os astrócitos são as principais células do SNC responsáveis pela captação 

de glutamato após a liberação deste pelos neurônios. Isto porque este é o grupo 

de células que mantém a homeostase do meio extracelular evitando, assim, 

eventos de excitotoxicidade (Gegelashvili et al., 1997).  

Esta capacidade de captar glutamato extracelular só é possível porque os 

astrócitos expressam em sua membrana uma série de moléculas transportadoras 

  



deste neurotransmissor. Nos últimos anos têm sido descritos cinco distintos 

cDNAs para os transportadores de glutamato, dependentes de Na+ e de voltagem, 

no SNC: EAAT-1 (GLT-1), EAAT-2 (GLAST), EAAT-3 (EAAC-1), EAAT-4 e EAAT-

5 (Schultz & Stell, 1996; Arriza et al., 1997; Swanson & Seid, 1999; Domercq & 

Matute, 1999; Duan et al., 1999). 

Alguns trabalhos têm demonstrado que a captação de glutamato em 

astrócitos é eletrogênica e dependente de Na+, conforme mostra a figura 4. 

Hanson e colaboradores (1997) mostraram que o rápido inchamento dos 

astrócitos causado pelo glutamato envolve o transportador eletrogênico 

dependente de Na+, o cotransportador Na+-K+-2Cl- e a bomba Na+-K+ ATPase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Captação de glutamato

dependente de Na+. A entrada de cada

molécula de glutamato carrega junto

três Na+ e sai um K+ e uma molécula

de bicarbonato. Adaptado de Hof e

colaboradores (1999). 
 

 

Culturas puras de astrócitos expressam basicamente GLAST, sendo a 

expressão de GLT-1 bastante reduzida. Entretanto, astrócitos cultivados na 

presença de neurônios expressam tanto GLAST quanto GLT-1 (Brown, 1998; 

Swanson & Seid, 1998). Neste sistema in vitro é possível bloquear este 

mecanismo de captação de glutamato. Um dos bloqueadores mais utilizados é o 

ácido dicarboxílico L-trans-PDC, o qual atua como um análogo conformacional do 

glutamato e não é transportado pelos captadores. Este somente impede, de uma 

maneira competitiva, o transporte de glutamato (Isaacson & Nicoll, 1993; Griffiths 

et al., 1994). Outra maneira de impedir a entrada de glutamato é através da 

utilização de um ue a captação deste 

neurotransmissor é e mostrado na figura 5 

(Law, 1996; Miyam

 

 

 

inibidor de transporte aniônico, visto q

 dependente da entrada de Na+, conform

oto & Del Monte, 1994). 
 



  

IIII..  OOBBJJEETTIIVVOOSS 

 

IIII..11..  SSeeccrreeççããoo  ddee  SS110000BB  eemm  ccuullttuurraa  ddee  aassttrróócciittooss  hhiippooccaammppaaiiss 

 

9 Verificar o perfil de secreção da proteína S100B em cultura de astrócitos 

hipocampais em duas condições: DMEM sem soro ou com 1% de SFB, 

num período de 24 horas; 

 

9 Analisar o efeito do glutamato em duas concentrações: uma fisiológica 

(0,1mM) e uma excitotóxica (1mM), sobre a secreção de S100B nas duas 

condições já citadas; 

 

9 Verificar o envolvimento da síntese protéica na secreção de S100B, 

também, nas duas condições testadas; 

 

9 Quantificar o conteúdo intracelular de AMPc nos tempos 0, 5 e 30 minutos 

após a retirada de soro e, além disso, verificar o efeito do glutamato 1mM 

sobre o conteúdo deste mensageiro intracelular; 

 

9 Verificar o envolvimento da via de transdução AMPc/PKA somente nas 

células privadas de soro, visto que esta condição estimulou a secreção de 

S100B. 

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



  

IIII..22..  AAnnáálliissee  ddooss  mmeeccaanniissmmooss  eennvvoollvviiddooss  nnaa  rreedduuççããoo  ddaa  sseeccrreeççããoo  ddee  
SS110000BB  ppoorr  gglluuttaammaattoo  eemm  ccuullttuurraa  ddee  aassttrróócciittooss  pprriivvaaddooss  ddee  SSFFBB 

 

9 Analisar o envolvimento da via de transdução AMPc/PKA no efeito do 

glutamato sobre a secreção de S100B; 

 

9 Avaliar o envolvimento do mecanismo de transporte de glutamato sobre 

esta redução da secreção de S100B; 

 

9 Verificar o envolvimento dos três grupos de receptores glutamatérgicos 

metabotrópicos ; 

 

9 Avaliar o envolvimento dos três diferentes tipos de receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos (NMDA, AMPA e cainato). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

IIIIII..  MMAATTEERRIIAAIISS  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  
  
IIIIII..  11..  CCuullttuurraa  pprriimmáárriiaa  ddee  aassttrróócciittooss  ((ddee  aaccoorrddoo  ccoomm  GGoottttffrriieedd,,  11999966))  
  

IIIIII..  11..11..  MMaatteerriiaaiiss  
  
  AAnniimmaaiiss::  OOss  aanniimmaaiiss  uuttiilliizzaaddooss  nneessttaa  ttééccnniiccaa  eerraamm  rraattooss  WWiissttaarr  ddee  11  aa  22  

ddiiaass  ppóóss--nnaattaall  ((PP11  oouu  PP22))  pprroovveenniieenntteess  ddoo  rraattáárriioo  ddoo  DDeeppaarrttaammeennttoo  ddee  BBiiooqquuíímmiiccaa,,  

IICCBBSS,,  UUFFRRGGSS..  

      
TTaabbeellaa  IIIIII..11::  LLiissttaa  ddee  rreeaaggeenntteess  eessppeecciiaaiiss  ee  mmaatteerriiaaiiss  uuttiilliizzaaddooss  nnaa  ccoonnffeeccççããoo  ee  

mmaannuutteennççããoo  ddaass  ccuullttuurraass  pprriimmáárriiaass  ddee  aassttrróócciittooss  hhiippooccaammppaaiiss  

  
MMaatteerriiaall  FFoonnttee  

DDMMEEMM  SSiiggmmaa  

HHEEPPEESS  SSiiggmmaa  

PPoollii--LL--lliissiinnaa  SSiiggmmaa  

GGaarraammiicciinnaa  SShheerriinngg--PPlloouugghh  

ffuunnggiizzoonnaa  GGiibbccooBBRRLL  

SSoorroo  ffeettaall  bboovviinnoo  ((SSFFBB))  CCuullttiillaabb  

NNaaHHCCOO33  ee  oouuttrrooss  ssaaiiss  uuttiilliizzaaddooss  MMeerrcckk  

PPllaaccaass  ccoomm  2244  ppooççooss  ((22ccmm22  ddee  ddiiââmmeettrroo))  SSiiggmmaa  

  

  SSoolluuççõõeess  uuttiilliizzaaddaass::  
  
  DDMMEEMM  ppHH  77,,66  ((mmeeiioo  ddee  ccuullttuurraa  ddee  EEaaggllee  mmooddiiffiiccaaddoo  ppoorr  DDuullbbeeccccoo))::  
SSoolluuççããoo  ccoonnssttiittuuííddaa  ppoorr  uummaa  mmiissttuurraa  ddee  ssaaiiss  iinnoorrggâânniiccooss,,  vviittaammiinnaass,,  aammiinnooáácciiddooss,,  

gglliiccoossee  ee  vveerrmmeellhhoo  ddee  ffeennooll..  EErraa  aaddiicciioonnaaddoo  aa  eessttee  mmeeiioo  00,,003322%%  ggaarraammiicciinnaa,,  11%%  

ffuunnggiizzoonnaa  ee  ooss  ttaammppõõeess  HHEEPPEESS  ((88,,3399mmMM))  ee  NNaaHHCCOO33  ((2233,,88mmMM))  eemm  áágguuaa  

ddeeiioonniizzaaddaa  MMiillllii--QQ..  PPaarraa  ccoommpplleemmeennttaarr  oo  mmeeiioo  ccoomm  ffaattoorreess  ttrróóffiiccooss,,  hhoorrmmôônniiooss  ee  

oouuttrrooss  ffaattoorreess  eesssseenncciiaaiiss  ààss  ccéélluullaass  ffooii  aaddiicciioonnaaddoo  àà  ssoolluuççããoo  1100%%  ddee  ssoorroo  ffeettaall  

bboovviinnoo..    

  CCMMFF--BBSSSS  ppHH  77,,44  ((ssoolluuççããoo  ssaalliinnaa  ttaammppoonnaaddaa  lliivvrree  ddee  ccáállcciioo  ee  
mmaaggnnééssiioo))::  SSoolluuççããoo  ccoommppoossttaa  ppoorr  NNaaCCll  ((113366,,99mmMM)),,  KKCCll  ((55,,3366mmMM)),,  NNaa22HHPPOO44  

((11,,11mmMM)),,  gglliiccoossee  ((66,,11mmMM)),,  vveerrmmeellhhoo  ddee  ffeennooll  ((00,,0000002255%%))  ee  áágguuaa  ddeeiioonniizzaaddaa  MMiillllii--



  

QQ..  AA  aauussêênncciiaa  ddee  CCaa+2+2  ee  MMgg+2+2,,  nneessttaa  ssoolluuççããoo,,  ttiinnhhaa  ccoommoo  oobbjjeettiivvoo  ffaacciilliittaarr  aa  

ddiissssoocciiaaççããoo  mmeeccâânniiccaa  ddaass  ccéélluullaass,,  iissttoo  ppoorrqquuee  eesstteess  ccááttiioonnss  ssããoo  nneecceessssáárriiooss  ppaarraa  

aa  eessttaabbiilliizzaaççããoo  ddee  vváárriiaass  mmoollééccuullaass  ddee  aaddeessããoo  cceelluullaarr  ((TTaakkeeiicchhii  eett  aall..,,  11998888;;  

KKeemmlleerr  eett  aall..,,  11998899))..  

  

IIIIII..  11..22..  MMééttooddooss  
 

 III. 1.2.1. Cultura de astrócitos hipocampais 
 
  AAss  ppllaaccaass  ““mmuullttiiwweellll””  uuttiilliizzaaddaass  ppaarraa  oo  ddeesseennvvoollvviimmeennttoo  ddaass  ccuullttuurraass  eerraamm  

pprreevviiaammeennttee  iinnccuubbaaddaass  ccoomm  uumm  ssuubbssttrraattoo  ddee  ppoollii--LL--lliissiinnaa..  IIssttoo  ttiinnhhaa  ccoommoo  oobbjjeettiivvoo  

ffaavvoorreecceerr  aa  aaddeessããoo  ddooss  aassttrróócciittooss  nnaa  ppllaaccaa,, uma vez que este substrato interage 

mais intensamente com as moléculas da matriz extracelular do que com o 

poliestireno. Segundo Banker e Goslin (1982), grande parte dos tipos celulares 

adere em poliaminoácidos (poli-L-lisina; poli-L-ornitina), mas nem todos crescem 

adequadamente, o que não é o caso dos astrócitos. 

 Eram utilizados, em cada cultivo, uma ninhada de 8 a 10 ratos (1 a 2 dias 

pós-natal) para o preparo de 6 a 8 placas de cultura. Os animais eram sacrificados 

por decapitação e as cabeças eram imediatamente colocadas numa placa de 

Petry contendo CMF-BSS e levadas para a câmara de fluxo laminar. 

 Os cérebros eram cuidadosamente removidos da caixa craniana e 

colocados numa segunda placa de Petry, ainda contendo CMF-BSS, onde eram 

retiradas as meninges para evitar a contaminação com fibroblastos, e 

posteriormente os hipocampos eram separados (Robertson et al., 1989). As 

células eram dissociadas, contadas e semeadas conforme mostra a figura 5. 

Sucessivas trocas de meio eram realizadas a cada 4 dias onde eram 

removidas células que normalmente ficam aderidas sobre os astrócitos (neurônios, 

microglia e oligodendrócitos), além de serem renovados os nutrientes para as 

células. Na densidade semeada (cerca de 200.000 por poço) as culturas 

tornavam-se confluentes já no final da segunda semana de cultivo, quando já não 

era mais detectada a presença de neurônios (Vinadé et al., 1997). 
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Figura 5. Esquema da técnica utilizada para o preparo de culturas primárias 
de astrócitos hipocampais segundo Gottfried (1996). 

 

  
  
  
  



  

IIIIII..  22..  EExxppeerriimmeennttooss  ppaarraa  aannáálliissee  ddaa  sseeccrreeççããoo  ddee  SS110000BB  eemm  ccuullttuurraa  ddee  
aassttrróócciittooss  

  
IIIIII..  22..11  MMaatteerriiaaiiss  
 

Culturas: Foram utilizadas culturas primárias de astrócitos hipocampais 

com idade entre 21 e 30 dias. 

  

Tabela III.2:  Lista de reagentes utilizados nos experimentos para análise da 

secreção de S100B 

  
RReeaaggeenntteess  FFoonnttee  

ciclohexemida  Sigma  
PDC (“L-trans pyrrolidine-2-4 dicarboxylic acid”)  RRBBII  

H89  SSiiggmmaa  

Rp-AMPc  RBI  

Forscolina Sigma 

D-aspartato  SSiiggmmaa  

glutamato  TTooccrriiss  

1S,3R-ACPD  TTooccrriiss  

DCG IV TTooccrriiss  

L-AP4 TTooccrriiss  

NMDA TTooccrriiss  

AMPA Tocris  
cainato SSiiggmmaa  

  
SSoolluuççõõeess  uuttiilliizzaaddaass::  
  

Meio de Cultura com 1% de SFB Meio de Cultura sem SFB 
DMEM               1% DMEM               1% 

HEPES              8,39mM HEPES              8,39mM 

NaHCO3          23,8 mM NaHCO3          23,8 mM 

Fungizona         1% Fungizona         1% 

Garamicina       0,032% Garamicina       0,032% 

SFB                  1% SFB                   -- 

  
  



  

IIIIII..  22..22  MMééttooddooss::  
  

IIIIII..22..22..11  EExxppeerriimmeennttooss  ppaarraa  oobbtteennççããoo  ddaa  ccuurrvvaa  ddee  tteemmppoo  ddee  sseeccrreeççããoo  
ddee  SS110000BB  

  
NNeesstteess  eexxppeerriimmeennttooss  aass  ccuullttuurraass  ffoorraamm  iinnccuubbaaddaass  dduurraannttee  3300  mmiinnuuttooss  ccoomm  

DDMMEEMM  sseemm  ssoorroo  oouu  ccoomm  11%%  ddee  SSFFBB..  AAppóóss  eessttee  ppeerrííooddoo,,  oo  mmeeiioo  ddee  ccuullttuurraa  eerraa  

ttrrooccaaddoo  ppoorr  uumm  DDMMEEMM  ccoomm  11%%  SSFFBB  ee  oo  ppeerrffiill  ddee  sseeccrreeççããoo  ddee  SS110000BB  ffooii  mmoonniittoorraaddoo  

dduurraannttee  2244  hhoorraass..  FFoorraamm  ccoolleettaaddaass  aallííqquuoottaass  ddee  5500uull  nnooss  tteemmppooss  ddee  00,,55,,  11,,  22,,  44,,  88  ee  

2244  hhoorraass  ddeeppooiiss  ddaa  ttrrooccaa  ddee  mmeeiioo  ((DDMMEEMM  11%%SSFFBB))..    

  

IIIIII..22..22..22  EExxppeerriimmeennttooss  ccoomm  gglluuttaammaattoo  ee  ffoorrssccoolliinnaa  
  
AAss  ccuullttuurraass  ffoorraamm  iinnccuubbaaddaass  ccoommoo  ddeessccrriittoo  aanntteerriioorrmmeennttee..  NNooss  ppooççooss  

ttrraattaaddooss  ffooii  aaddiicciioonnaaddoo  11mmMM  ddee  gglluuttaammaattoo  nnaass  ccéélluullaass  eessttiimmuullaaddaass  oouu  nnããoo  ppeellaa  

aauussêênncciiaa  ddee  ssoorroo,,  00,,11mmMM  ddee  gglluuttaammaattoo  oouu  1100uuMM  ddee  ffoorrssccoolliinnaa  ssoommeennttee  nnaass  ccéélluullaass  

eessttiimmuullaaddaass  ppeellaa  aauussêênncciiaa  ddee  ssoorroo..  AAppóóss  eessttaa  iinnccuubbaaççããoo,,  oo  mmeeiioo  ffooii  ttrrooccaaddoo  ppaarraa  

uumm  DDMMEEMM  ccoomm  11%%  ddee  SSFFBB  ee  uummaa  aallííqquuoottaa  ddee  5500uull  ffooii  ccoolleettaaddaa  11  hhoorraa  ddeeppooiiss..    

  

IIIIII..22..22..33  EExxppeerriimmeennttooss  ccoomm  cciicclloohheexxeemmiiddaa  
  
AAss  ccuullttuurraass  ffoorraamm incubadas como descrito anteriormente, sendo que nas 

células tratadas foi adicionado 0,5ng% de ciclohexemida durante este período de 

incubação e depois da troca de meio. Após 1 hora foi coletada uma amostra de 50ul 

para posterior análise da secreção de S100B. 

 

IIIIII..22..22..44  EExxppeerriimmeennttooss  ccoomm  HH8899  ee  RRpp--AAMMPPcc  
  
Para a realização destes experimentos era necessário que houvesse um 

volume exato (500ul) de meio dentro dos poços da placa de cultivo. Por isso, foi 

feita uma troca de meio, 24 horas antes, com DMEM 10% de SFB.  

O H89 e Rp-AMPc foram colocados 15 minutos antes do período de 

incubação, ou seja, nos 500ul de DMEM 10% de SFB. O meio foi trocado e as 

células tratadas também receberam estes inibidores durante os 30 minutos de 



  

incubação com meio sem soro. Após o meio foi trocado, novamente, mas para um 

DMEM com 1% de SFB e 1 hora depois uma alíquota de 50ul foi coletada.  

  

IIIIII..22..22..55  EExxppeerriimmeennttooss  ccoomm  PPDDCC  ee  DD--aassppaarrttaattoo  
  
AAss  ccuullttuurraass  ffoorraamm  ttrraattaaddaass  ccoomm  11mmMM  ddee  gglluuttaammaattoo,,  11mmMM  ddee  aassppaarrttaattoo  oouu  

11mmMM  ddee  PPDDCC  ee  11mmMM  ddee  gglluuttaammaattoo  eemm  mmeeiioo  sseemm  ssoorroo  ppoorr  3300  mmiinnuuttooss..  AAppóóss  aa  

iinnccuubbaaççããoo  oo  mmeeiioo  ffooii  ttrrooccaaddoo  ppaarraa  uumm  DDMMEEMM  ccoomm  11%%  ddee  SSFFBB  ee  uummaa  hhoorraa  ddeeppooiiss  ffooii  

ccoolleettaaddaa  uummaa  aallííqquuoottaa  ddee  5500uull  ppaarraa  ppoosstteerriioorr  aannáálliissee  ddaa  sseeccrreeççããoo  ddee  SS110000BB..  

AAss  ccéélluullaass  ttrraattaaddaass  ccoomm  PPDDCC  ee  gglluuttaammaattoo  ffoorraamm  oobbsseerrvvaaddaass  aaoo  mmiiccrroossccóóppiioo  

ee  ssuubbmmeettiiddaass  aaoo  mmééttooddoo  ddee  eexxcclluussããoo  ppoorr  aazzuull  ddee  TTrryyppaann  ppaarraa  vveerriiffiiccaaççããoo  ddee  uummaa  

ppoossssíívveell  mmoorrttee  cceelluullaarr,,  oo  qquuee  nnããoo  ffooii  ccoonnssttaattaaddoo..  

  

IIIIII..22..22..66  EExxppeerriimmeennttooss  ccoomm  aaggoonniissttaass  ddee  rreecceeppttoorreess  gglluuttaammaattéérrggiiccooss  
  
As culturas foram tratadas com agonistas de receptores glutamatérgicos: 

metabotrópicos 1S,3R-ACPD (20uM), DCG IV (1uM) ou L-AP4 (100uM); ou 

ionotrópicos: NMDA (100uM), AMPA (100uM) ou Cainato (100uM) durante 30 

minutos em meio sem soro. Após esta incubação, o meio foi trocado para um 

DMEM com 1% de SFB e uma alíquota de 50ul foi coletada. 

 

 Observação: Todas as alíquotas coletadas nestes diferentes experimentos 

eram congeladas a -20°C, no máximo durante uma semana, até serem 

quantificadas pelo método de ELISA. 

 

IIIIII..33  QQuuaannttiiffiiccaaççããoo  ddaa  sseeccrreeççããoo  ddee  SS110000BB  ppeelloo  mmééttooddoo  ddee  EELLIISSAA  ((pprroottooccoolloo  
bbaasseeaaddoo  eemm  GGrreeeenn  eett  aall..,,  11999977))  

 

 IIIIII..33..11  MMaatteerriiaaiiss  
 
  
  
  
  



  

TTaabbeellaa  IIIIII..33..11:: Anticorpos e placas utilizadas na quantificação de S100B 

 
Materiais Fonte 

Anti-S100β monoclonal (clone SH-B1) Sigma 

Anti-S100β policlonal conjugado a peroxidase Dako 

Placas de poliestireno para ELISA (96 poços) Nunc (maxisorp) 

 

 

 

TTaabbeellaa  IIIIII..33..22:: Tampões e outros reagentes utilizados no método de ELISA 
 

Materiais Fonte 
Tampão carbonato-bicarbonato Sigma 

Tampão Barbital Sigma 

Fosfato de sódio monobásico Reagen 

Fosfato de sódio dibásico Reagen 

NaCl Merck 

CaCl2 Merck 

HCl Merck 

Albumina de soro bovino (BSA) Fração 5 INLAB 

Tween 20 Sigma 

Fast OPD (O-fenilenodiamina) Sigma 

 
SSoolluuççõõeess  uuttiilliizzaaddaass::  

 
 PPBBSS  ((ttaammppããoo  ffoossffaattoo  ssaalliinnaa,,  ppHH  77,,66)):: tampão preparado a partir da 

mistura de 95ml de uma solução 0,2M de fosfato de sódio monobásico, 405ml de 

uma solução 0,2M de fosfato de sódio dibásico e 500ml de uma solução 0,1M de 

cloreto de sódio. Este tampão permanecia estável por 30 dias. 

 SSoolluuççããoo  ddee  llaavvaaggeemm:: solução composta por 0,1% de albumina de soro 

bovino em PBS contendo 0,05% de Tween 20. 

 SSoolluuççããoo  ddee  bbllooqquueeiioo:: consiste em uma solução 2% de albumina de soro 

bovino em PBS. 

 Tampão de incubação: solução obtida a partir da adição de CaCl2, numa 

concentração final de 0,2mM, em tampão Barbital (60mM, pH 8,6). 

 



  

 IIIIII..33..22..  MMééttooddoo  
  
  IIIIII..33..22..11  EELLIISSAA  ppaarraa  SS110000BB  ((TTrraammoonnttiinnaa  eett  aall..,,  22000000)) 
 

 As placas utilizadas para a dosagem de S100B eram previamente 

incubadas com 100ul de anti-S100β monoclonal (clone SH-B1) em tampão 

carbonato-bicarbonato (50mM, pH 9,5), numa diluição de 1:1000, durante 48 horas 

à temperatura de 7°C (câmara fria). Após este período, as placas eram lavadas 

por 3 vezes com 200ul de solução de lavagem e incubadas com 100ul de solução 

de bloqueio durante 1 hora à temperatura ambiente. Esta etapa tinha como 

objetivo cobrir, com albumina, todos os sítios inespecíficos no fundo dos poços, ou 

seja, aqueles sítios onde não havia o anticorpo adsorvido. Evita-se, assim, que a 

proteína de interesse seja adsorvida no fundo do poço, o que alteraria os 

resultados obtidos. 

 Durante o período de bloqueio, as amostras eram descongeladas e 

diluídas, numa diluição de 1:2, com 50ul de uma solução 0,2% de albumina em 

PBS. 

 Com o término do período de bloqueio, a placa era lavada 1 vez com 200ul 

de solução de lavagem e estava pronta para receber as amostras. Em cada poço 

da placa era adicionado 50ul do tampão de incubação e 50ul de amostra. A placa 

de ELISA era colocada sobre uma placa aquecida a 37°C e incubada durante 3 

horas. 

 Decorrido o período de incubação, os poços eram novamente lavados com 

200ul de solução de lavagem. Eram, então, incubados com 100ul de anti-S100β 

policlonal conjugado a peroxidase, numa diluição de 1:1000 em tampão de 

incubação, por mais 1 hora em temperatura ambiente. 

 A etapa final deste método consiste na incubação da placa, após todo este 

processo, com 200ul de um substrato da peroxidase (OPD - o-fenilenodiamina), no 

escuro, durante 30 minutos em temperatura ambiente. Antes desta incubação, a 

placa era lavada por 3 vezes com solução de lavagem e 1 vez com PBS.   

Para parar e estabilizar a reação adicionava-se em cada poço 50ul de uma 

solução de HCl 3N. O produto da reação da peroxidase com o OPD tem uma cor 

amarelada. Assim, obtínhamos nossos resultados a partir da leitura da 



  

absorbância desta cor produzida. Realizávamos estas leituras num leitor de ELISA 

(Tecan-modelo Spectra) em 492nm. 

 

IIIIII..44..  QQuuaannttiiffiiccaaççããoo  ddoo  ccoonntteeúúddoo  iinnttrraacceelluullaarr  ddee  AAMMPPcc  ((TTaassccaa  eett  aall..,,  11999955))  
    

IIIIII..44..11  MMaatteerriiaaiiss  
 
TTaabbeellaa  IIIIII..44..11:: Materiais utilizados na quantificação do AMPc 

 
Materiais Fonte 

PKA – Proteína quinase A Sigma 

[3H] AMPc Amersham 

Tris e EDTA Sigma 

Triton Sigma 

 

 SSoolluuççõõeess  uuttiilliizzaaddaass::  
 
 TTaammppããoo  AAMMPPcc  ((ppHH  77,,44))::  solução composta por 50mM de Tris/HCl e 4mM 

de EDTA. 

 [[33HH]]  AAMMPPcc::  solução constituída de 10ul de [3H] AMPc em 20ml do tampão 

AMPc. 

 PPrrootteeíínnaa  lliiggaaddoorraa::  solução composta por 1ml da solução mãe (10mg de 

PKA em 10ml do tampão AMPc), 160mg de albumina e 15ml do tampão AMPc. 

 CCaarrvvããoo  aattiivvaaddoo:: 1,3g de carvão ativado e 1g de albumina dissolvidos em 

tampão AMPc. 

 LLííqquuiiddoo  ddee  cciinnttiillaaççããoo:: composto por 2 l de tolueno, 1 l de triton (comum), 

16,5g de PPO e 250mg de POPOP. 

 

 IIIIII..44..22..  MMééttooddoo  
 
 IIIIII..44..22..11  EEnnssaaiioo  ddoo  AAMMPPcc  
 
 O conteúdo intracelular de AMPc foi quantificado em três momentos: 

imediatamente após a retirada do soro (tempo 0), 5 e 30 minutos depois e, 



  

também, 5 minutos após a exposição ao glutamato 1mM. Após este período, as 

células foram lisadas com 200ul do tampão AMPc e centrifugadas por 5 minutos a 

14.000 rpm. Duas alíquotas de 40ul foram retiradas do sobrenadante para a 

dosagem de proteínas (Lowry). Foi, então, colocado num eppendorf 50ul do 

mesmo sobrenadante, sobre o qual foram adicionados 50ul de [3H] AMPc e 100ul 

da proteína ligadora (PKA – proteína quinase A), sendo estes tubos 

imediatamente agitados. Os tubos foram incubados em gelo por 4 a 16 horas. 

 Em cada tubo parou-se a reação com a adição de 100ul de carvão ativado. 

Os mesmos foram imediatamente agitados e centrifugados por 2 minutos a 14.000 

rpm a 4°C. Após a centrifugação, foi retirada uma alíquota de 120ul do 

sobrenadante, sem ressuspender o carvão precipitado. Esta alíquota foi colocada 

em um “vial”, juntamente com 3ml de líquido de cintilação, e posteriormente, 

contada no cintilador. 

 A concentração de AMPc foi calculada subtraindo-se o valor do branco da 

amostra (ou a curva, sendo o valor utilizado 100%=0 pmoles) e, o valor obtido, 

extrapolado na curva de calibração. Estes valores foram divididos pela proteína, 

para fornecer o valor final da concentração de AMPc em pmol/mg de proteína. 

  

IIIIII..55..  VVeerriiffiiccaaççããoo  ddaa  vviiaabbiilliiddaaddee  cceelluullaarr  

  

  IIIIII..55..11  MMaatteerriiaaiiss  
 
TTaabbeellaa  IIIIII..55..11::  Materiais utilizados na técnica de viabilidade celular 

 
Materiais Fonte 

Azul de Tripan Sigma 

NaCl Merck 

 
 SSoolluuççããoo  uuttiilliizzaaddaa::  
 

 SSoolluuççããoo  ddee  aazzuull  ddee  TTrriippaann:: 1,2% de azul de tripan em 140mM de NaCl. 

 

  

 



  

IIIIII..55..22..  MMééttooddoo  
 

IIIIII..55..22..11  MMééttooddoo  ddee  eexxcclluussããoo  ppoorr  aazzuull  ddee  TTrriippaann  ((TTrraammoonnttiinnaa  eett  aall,,  22000000))  
 
 Este método foi utilizado nos experimentos com glutamato e PDC com o 

objetivo de verificar a integridade celular, isto porque tratamos as células com uma 

alta concentração destas drogas (1mM), o que poderia culminar em morte. 

 O azul de Tripan, por ser incapaz de atravessar a membrana plasmática 

intacta, somente cora os núcleos das células lisadas ou perfuradas. Assim, tornou-

se amplamente utilizado em estudos que necessitam a verificação da integridade 

celular (Xu et al., 1999; Fuse et al., 1998). 

 Após o tratamento com glutamato e PDC as células recebiam 50ul da 

solução de azul de Tripan (concentração final no poço de 0,2%) e a placa era 

gentilmente agitada durante 5 a 10 segundos. Após ser agitada, a placa era 

levada ao microscópio de contraste de fase, onde os núcleos corados com azul de 

Tripan eram contados. Dois campos de 100 células eram contados em cada poço. 

 

IIIIII..66  AAnnáálliissee  eessttaattííssttiiccaa  
 
 A análise estatística de todos os resultados foi realizada através da 

aplicação do ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas de Tukey-

Kramer. Convém salientar que, nós assumimos os valores de secreção de S100B 

no final da incubação de 30 minutos como sendo 100%. 

 

 

 

 

 

 

 
 



  

IIVV..  RREESSUULLTTAADDOOSS  
 

IV. 1. Perfil de secreção da S100B em cultura de astrócitos 
hipocampais 
 

 Nestes experimentos buscou-se verificar o perfil de secreção de S100B em 

cultura primária de astrócitos hipocampais em duas condições: DMEM sem soro 

ou com 1% de SFB, durante 24 horas. A redução da concentração de soro, de 10 

para 1%, faz-se necessária devido à presença de S100B no SFB, o que alteraria 

nossos resultados.  

 A figura 6 demonstra o perfil de secreção nestas duas condições. Pode-se 

observar que já aos 30 minutos, pós-privação de soro, há uma grande secreção 

de S100B, a qual se mantém até 2 horas. Esta secreção é significativamente 

maior do que a observada em meio de cultura com 1% de SFB. A partir de 4 horas 

não há mais diferença na secreção desta proteína, nas condições testadas, 

chegando a um platô em 24 horas. 
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Figura 6: Curva de tempo para a secreção de S100B em cultura de astrócitos 

estimuladas ou não pela ausência de SFB. As células foram tratadas 

durante 30 minutos com DMEM sem soro ou com 1% de SFB. Após o 

meio foi trocado por um DMEM com 1% de SFB e a secreção de S100B 

foi analisada por 24 horas e quantificada pelo método de ELISA. Cada 

ponto representa a média de 4-7 independentes experimentos realizados 

em triplicatas. * p>0,05.  

  



  

IIVV..22..  EEffeeiittoo  ddoo  gglluuttaammaattoo  ssoobbrree  aa  sseeccrreeççããoo  ddee  SS110000BB  eemm  ccuullttuurraa  ddee  aassttrróócciittooss  
hhiippooccaammppaaiiss  

 

 Estes experimentos tiveram como objetivo verificar o efeito de 1mM de 

glutamato, o principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central de 

mamíferos, sobre a secreção de S100B em cultura primária de astrócitos.  

 Pode-se observar, na figura 7, que o glutamato não teve efeito sobre a 

secreção basal de S100B (controle) em células incubadas com DMEM contendo 

1% de SFB. Mas nas células estimuladas pela ausência de soro, o glutamato foi 

capaz de reduzir significativamente a secreção de S100B em torno de 46%. Este 

efeito do glutamato não foi observado em concentrações fisiológicas (0,1mM). 

 Convém salientar que, durante a incubação de 30 minutos com glutamato 

1mM, as culturas foram observadas ao microscópio de contraste de fase e 

constatou-se que as células incharam independente da ausência ou presença de 

soro. Após 1 hora da retirada do glutamato, os astrócitos voltaram ao aspecto 

normal, confirmando resultados descritos por Gottfried (2000). 

 Nestes experimentos as células foram coradas com azul de Tripan para 

verificação da integridade celular, uma vez que se usou uma alta concentração de 

glutamato (1mM). Apesar disso, não foi observada alteração na viabilidade celular 

imediatamente e após 24h a exposição ao glutamato. 
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Figura 7: Efeito do glutamato sobre a secreção de S100B em cultura de 
astrócitos hipocampais. Foram utilizados meios de cultura com ou sem 

1% de SFB, sendo que as células tratadas receberam 1mM ou 0,1mM de 

glutamato durante 30 minutos. Após o meio foi trocado por um DMEM 

com 1% de SFB, sendo a secreção de S100B quantificada 1 hora depois 

desta troca pelo método de ELISA. Os valores representam a média ± 

erro padrão de independentes experimentos feitos em triplicatas com n de 

4-5. *p<0,01. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



  

IV. 3. Envolvimento da síntese protéica na secreção de S100B em cultura de 
astrócitos hipocampais 

 

 Como foi observado na figura 6, a ausência de SFB no meio de cultivo 

estimulou uma alta secreção de S100B quando comparado a condições basais, ou 

seja, presença de soro. Logo, estes experimentos foram realizados com o objetivo 

de verificar se a síntese protéica estava ou não envolvida neste aumento de 

secreção. 

 A figura 8 mostra que a secreção de S100B, na ausência de SFB, foi inibida 

em torno de 54% pela ciclohexemida, um inibidor de síntese protéica. O mesmo 

não foi observado quando as células foram tratadas com este inibidor, mas na 

presença de 1% de SFB. 

 Estes resultados demonstram que parte deste aumento de secreção dá-se 

por síntese da proteína S100B ou de alguma proteína envolvida na secreção de 

S100B. Entretanto, não só este mecanismo celular está envolvido, visto que a 

inibição não reduziu a secreção a níveis basais.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

0
150
300
450
600
750
900

1% SFB  - SFB

%
 S

10
0B Controle

0,5 ng% CHX*

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
Figura 8: Efeito da ciclohexemida sobre a secreção de S100B em cultura de 

astrócitos hipocampais. As células foram tratadas com 0,5 ng% de 

CHX, durante e após o período de incubação, em meio de cultura com ou 

sem 1% de SFB. Após o período de incubação de 30 minutos o meio foi 

trocado por um DMEM com 1% de SFB e a secreção de S100B foi 

quantificada 1 hora depois desta troca pelo método de ELISA. Os valores 

representam a média ± erro padrão de independentes experimentos feitos 

em triplicatas com n de 3-4. *p<0,05. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



  

IIVV..44..  EEnnvvoollvviimmeennttoo  ddaa  vviiaa  ddee  ttrraannssdduuççããoo  AAMMPPcc//PPKKAA  nnoo  mmeeccaanniissmmoo  ddee  
sseeccrreeççããoo  ddaa  SS110000BB  eemm  ccuullttuurraa  ddee  aassttrróócciittooss  hhiippooccaammppaaiiss  

 
 Alguns estudos têm demonstrado que a expressão da proteína S100B é 

dependente de AMPc, um importante sinalizador intracelular. Com base nestes 

estudos, investigamos o envolvimento da via de transdução de sinal AMPc/PKA no 

mecanismo de secreção desta proteína em astrócitos estimulados pela ausência 

de soro, bem como quantificamos o conteúdo intracelular do AMPc nestas células. 

 Nestes experimentos, obteve-se um aumento transitório no conteúdo 

intracelular de AMPc 5 minutos após a retirada do soro, sendo este aumento 

parcialmente inibido pela presença de 1mM de glutamato (figura 9A). Após 30 

minutos, os níveis intracelulares desta molécula voltaram aos níveis basais 

(controle). 

 A figura 9B mostra o efeito de inibidores desta via de transdução sobre a 

secreção da proteína S100B. Pode-se observar que o antagonista do AMPc, Rp-

AMPc, foi capaz de reduzir a secreção em 62%, enquanto que o H89, inibidor 

específico da PKA, em 76%. 

 Estes dados sugerem que a via de transdução de sinal AMPc/PKA exerce 

um importante papel no aumento da secreção da proteína S100B em astrócitos 

estimulados pela ausência de soro. Para reforçar estes dados, foram realizados 

experimentos com forscolina, um potente ativador da adenilato ciclase, enzima 

esta responsável por aumentar o conteúdo intracelular de AMPc.  

 Na figura 10, pode-se observar que a forscolina também foi capaz de 

aumentar a secreção de S100B, sendo este aumento revertido pelo H89. Além 

disso, esta figura também mostra que o efeito produzido pelo glutamato nestas 

condições, ou seja, uma redução da secreção de S100B, não foi aditivo ao efeito 

do H89.  
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Figura 9: Envolvimento da via de transdução AMPc/PKA no mecanismo de 

secreção da proteína S100B em astrócitos estimulados pela 
ausência de SFB. (A) O conteúdo intracelular de AMPc foi quantificado nos tempos 

0 (controle), 5 e 30 minutos após a retirada do SFB e, também, 5 minutos após a 

exposição ao glutamato 1 mM em meio sem soro. (B) As células foram estimuladas pela 

ausência de soro e/ou tratadas com Rp-AMPc (20 uM) ou H89 (10 uM) 15 minutos antes 

e durante os 30 minutos de incubação em meio sem soro. Após o meio foi trocado por 

um DMEM com 1% de SFB e a secreção de S100B foi quantificada 1 hora depois desta 

troca pelo método de ELISA. Os valores representam a média ± erro padrão de 

independentes experimentos feitos em triplicatas com n de 3-4. O conteúdo intracelular 

de AMPc foi diferente do controle em 5 minutos após a retirada do SFB (*p<0,05) e este 

conteúdo foi diferente de 5 minutos em 5 min+Glu (#p<0,05). A inibição da secreção de 

S100B foi diferente do controle nas células tratadas com Rp-AMPc (*p<0,05) e com H89 

(**p<0,01).  
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Figura 10: Avaliação do envolvimento da via de transdução de sinal 
AMPc/PKA sobre o efeito do glutamato no mecanismo de secreção 
da proteína S100B em astrócitos estimulados pela ausência de SFB. 
As células foram estimuladas pela ausência de soro (controle) e/ou 

tratadas com 1mM de glutamato ou 10uM de forscolina (Forsk) durante o 

período de incubação de 30 minutos em DMEM sem soro, e com 10 uM 

de H89 15 minutos antes e durante este período de incubação. Após o 

meio foi trocado por um DMEM com 1% de SFB e a secreção de S100B 

foi quantificada 1 hora depois desta troca pelo método de ELISA. Os 

valores representam a média ± erro padrão de independentes 

experimentos feitos em triplicatas com n de 3-6. A inibição da secreção 

de S100B foi diferente do controle nas células tratadas com glutamato 

(*p<0,05) e com H89 e Glu+H89 (**p<0,001). 

 
 
 
 
 
 
 
 

  



  

IIVV..55..  AAvvaalliiaaççããoo  ddoo  mmeeccaanniissmmoo  cceelluullaarr  eennvvoollvviiddoo  nnaa  rreedduuççããoo  ddaa  sseeccrreeççããoo  ddee  
SS110000BB  iinndduuzziiddaa  ppeelloo  gglluuttaammaattoo  eemm  ccuullttuurraa  ddee  aassttrróócciittooss  eessttiimmuullaaddaass  
ppeellaa  aauussêênncciiaa  ddee  SSFFBB  

 

 Baseando-se nos dados da figura 10, onde mostra que o glutamato e o H89 

não apresentaram um efeito aditivo, foram realizados experimentos com o objetivo 

de investigar qual o mecanismo utilizado pelo glutamato na redução da secreção 

da proteína S100B em cultura de astrócitos estimulados pela ausência de SFB.  

 

IIVV..55..11  AAnnáálliissee  ddoo  eennvvoollvviimmeennttoo  ddoo  mmeeccaanniissmmoo  ddee  ttrraannssppoorrttee  ddee  gglluuttaammaattoo  nnaa  
sseeccrreeççããoo  ddee  SS110000BB  eemm  aassttrróócciittooss  eessttiimmuullaaddooss  ppeellaa  aauussêênncciiaa  ddee  ssoorroo  

 

 Analisando-se a figura 11, verifica-se que o PDC foi capaz de bloquear o 

efeito do glutamato sobre a secreção de S100B, demonstrando que o mecanismo 

de transporte está envolvido na ação do glutamato. Convém salientar que, durante 

estes experimentos, as células foram coradas com azul de Tripan para verificação 

da viabilidade celular, a qual não teve alteração.  

 Foram também realizados experimentos com o D-aspartato, outro 

aminoácido excitatório, que pode ser captado pelo mesmo transportador de 

glutamato. Este aminoácido não foi capaz de mimetizar o efeito do glutamato 

sobre a secreção de S100B (figura 11). Logo, estes dados sugerem que a redução 

da secreção de S100B induzida pelo glutamato não é causada somente pela sua 

captação, mas por alguma sinalização intracelular induzida por este aminoácido. 
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Figura 11: Avaliação do envolvimento do mecanismo de transporte de 

glutamato na secreção de S100B em cultura de astrócitos 
estimuladas pela ausência de SFB. As células foram estimuladas pela 

ausência de soro (controle) e/ou tratadas com 1mM de glutamato, 1mM 

de D-aspartato ou 1mM de PDC e de glutamato durante o período de 

incubação de 30 minutos em DMEM sem soro. Após o meio foi trocado 

por um DMEM com 1% de SFB e a secreção de S100B foi quantificada 

1 hora depois desta troca pelo método de ELISA. Os valores 

representam as médias ± erro padrão de independentes experimentos 

feitos em quadruplicatas com n de 4-6. A inibição da secreção de 

S100B foi diferente do controle nas células tratadas com glutamato 
(*p<0,001). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



  

IIVV..55..22  AAnnáálliissee  ddoo  eennvvoollvviimmeennttoo  ddooss  rreecceeppttoorreess  gglluuttaammaattéérrggiiccooss  
mmeettaabboottrróóppiiccooss  nnaa  sseeccrreeççããoo  ddaa  SS110000BB  eemm  ccuullttuurraa  ddee  aassttrróócciittooss  
eessttiimmuullaaddaass  ppeellaa  aauussêênncciiaa  ddee  SSFFBB  

 

 A figura 12 mostra o efeito dos agonistas glutamatérgicos metabotrópicos 

sobre a secreção de S100B. Observa-se que o DCG-IV e o L-AP4 não 

mimetizaram o efeito induzido pelo glutamato. Mas o agonista 1S,3R-ACPD foi 

capaz de reduzir a secreção de S100B, sugerindo que, além do transporte, 

receptores glutamatérgicos metabotrópicos do Grupo I também podem estar 

envolvidos neste mecanismo. 
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Figura 12: Avaliação do envolvimento dos receptores glutamatérgicos 
metabotrópicos na secreção de S100B em astrócitos estimulados 
pela ausência de SFB. As células foram estimuladas pela ausência de 

soro (controle) e/ou tratadas com 1mM de glutamato ou agonistas de 

receptores glutamatérgicos metabotrópicos: 1S, 3R-ACPD (20uM), DCG 

IV (1uM), L-AP4 (100uM) durante o período de incubação de 30 

minutos. Após o meio foi trocado por um DMEM contento 1% de SFB e 

a secreção de S100B foi quantificada 1 hora depois desta troca pelo 

método de ELISA. Os valores representam a média ± erro padrão de 

independentes experimentos feitos em quadruplicatas com n de 4-6. 

*p<0,01, **p<0,001. 

 



  

IIVV..55..33  AAnnáálliissee  ddoo  eennvvoollvviimmeennttoo  ddooss  rreecceeppttoorreess  gglluuttaammaattéérrggiiccooss  
iioonnoottrróóppiiccooss  nnaa  sseeccrreeççããoo  ddee  SS110000BB  eemm  ccuullttuurraa  ddee  aassttrróócciittooss  
eessttiimmuullaass  ppeellaa  aauussêênncciiaa  ddee  SSFFBB  

 

 Nestes experimentos, buscou-se avaliar o envolvimento de receptores 

glutamatérgico ionotrópicos na redução da secreção de S100B, induzida pelo 

glutamato em astrócitos estimulados pela ausência de soro. 

 Nenhum dos três agonistas testados (NMDA, AMPA e cainato) foram 

capazes de mimetizar o efeito induzido pelo glutamato sobre a secreção de S100B 

nestas células. Entretanto, o cainato aumentou a secreção desta proteína (figura 

13). 

 
 

0
200
400
600
800

1000
1200
1400

Controle Glu 1mM NMDA AMPA Cainato

%
S1

00
B

*

*

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Avaliação do envolvimento dos receptores glutamatérgicos 

ionotrópicos na secreção de S100B em astrócitos estimulados pela 
ausência de SFB. As células foram estimuladas pela ausência de soro 

(controle) e/ou tratadas com 1mM de glutamato ou agonistas de 

receptores glutamatérgicos ionotrópicos: NMDA (100uM), AMPA 

(100uM), cainato (100uM) durante o período de incubação de 30 

minutos. Após o meio foi trocado por um DMEM contento 1% de SFB e 

a secreção de S100B foi quantificada 1 hora depois desta troca pelo 

método de ELISA. Os valores representam a média ± erro padrão de 

independentes experimentos feitos em quadruplicatas com n de 4-

6.*p<0,01. 



  

 

VV..  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO 

 

          O glutamato é o neurotransmissor mais abundante na comunicação 

sináptica e seu aumento na fenda sináptica pode estar envolvido em diversas 

neuropatologias. Os astrócitos têm um papel fundamental na remoção do excesso 

de glutamato na fenda, bem como na secreção de fatores tróficos (incluindo a 

proteína S100B) que podem evitar ou atenuar uma situação de injúria.    

          Tal afirmação tem por base dois trabalhos na literatura: (i) Ciccarelli et al. 

1999 sugerem que S100B pode ser liberada de astrócitos corticais em cultura pela 

estimulação de receptores glutamatérgicos metabotrópicos do subtipo 3; (ii) 

Ahlemeyer et al. 2000 mostram que S100B pode aumentar a sobrevivência de 

neurônios expostos a altas concentrações de glutamato. Entretanto, a secreção de 

S100B em astrócitos expostos a uma alta concentração de glutamato não havia 

sido demonstrada. Este foi o propósito desta investigação, usando astrócitos 

hipocampais já que o hipocampo é uma estrutura bastante afetada por lesões 

excitotóxicas. 

           Injúrias induzidas em culturas de células neuronais, incluindo a 

superativação por glutamato, é comumente realizada em condições de privação 

de soro, condição esta que sozinha é capaz de induzir um certo grau de dano 

celular (Atabay et al., 1996; Xu et al., 2001). Além disso, astrócitos em cultivo, de 

diferentes regiões cerebrais, privados de soro apresentam um aumento no 

conteúdo intracelular e na secreção de S100B (Pinto et al., 2000). Estes trabalhos 

demonstram que remover o soro do meio de cultivo altera de forma significativa a 

resposta celular, incluindo a secreção de S100B.  

 O fato de que a proteína S100B apresenta funções extracelulares, como 

estimular a extensão dos neuritos (Kligman, 1985) ou a proliferação de astrócitos e 

células de glioma C6 (Selinfreund et al., 1991), aumentou o interesse dos 

pesquisadores em buscar os fatores que induzem a secreção desta proteína para 

o meio extracelular demonstrando, assim, que a presença da S100B fora da célula 

não era somente resultante de morte celular. Diversos trabalhos na literatura, com 

este objetivo, demonstram o efeito de importantes moléculas sinalizadoras, como 

nucleotídeos cíclicos (AMPc, GMPc) e neurotransmissores (DCG-IV, um agonista 

de receptor glutamatérgico meabotrópico), estimulando a secreção de S100B, 



  

estimulo este que pode ser revertido por Ca2+ ou antagonistas (Susuki et al., 1987; 

Ciccarelli et al., 1999).  

 Em nosso trabalho investigamos a secreção da proteína S100B em cultura 

primária de astrócitos hipocampais em duas condições: meio com e sem soro. Já 

aos 30 minutos observamos que as células privadas de soro apresentaram uma 

secreção de S100B maior comparada com as células que permaneceram com 1% 

de soro. Após 4 horas não há mais diferença na secreção desta proteína entre as 

condições testadas, chegando a um platô em 24 horas. A análise deste perfil foi 

monitorada através de um corante (azul de Trypan), o qual cora o núcleo de 

células que apresentam danos em suas membranas. Estes resultados 

demonstram que o simples fato das células permanecerem por algum tempo sem 

soro, o que é utilizado em muitas técnicas, pode alterar de forma significativa à 

sinalização celular. Assim, realizamos alguns experimentos com o objetivo de 

analisar algumas vias de sinalização as quais poderiam estar envolvidas com a 

secreção da nossa proteína de interesse, a S100B. 

 Tem sido estabelecido para o gene da S100B de seres humanos um 

elemento resposta para o AMPc (Allore et al., 1990). Alguns trabalhos mostram 

que um aumento na concentração deste mensageiro intracelular parece regular a 

expressão de S100B em células de glioma C6 de rato (Labourdette e Mandel, 

1980; Higashida et al., 1985) e astrócitos (Pinto et al., 2000), desta forma indicam 

que o AMPc também pode estar regulando o gene da S100B nestas células. Nós 

demonstramos que um aumento na expressão de S100B induzida pela privação 

de soro ou forscolina é acompanhada por um aumento da sua secreção (Pinto et 

al., 2000). Além disso, existem evidências de que esta alteração na expressão de 

S100B induzidas pela privação de soro e pelo aumento da concentração de AMPc 

causam algumas respostas similares em astrócitos, como por exemplo, sobre a 

expressão da beta-actina (Ferrier et al., 1994) ou em outras células, sobre a 

expressão da CamKII em linhagens de células catecolaminérgicas de cérebro de 

ratos (Donai et al, 2000). 

Com base nestes dados, nós propomos que a privação de soro estaria 

desencadeando um aumento na concentração intracelular de AMPc em astrócitos 

e isto estaria medeando a expressão de S100B e outras respostas. Para 

corroborar com esta hipótese, nós verificamos, através de nossos estudos, um 

aumento transitório na concentração intracelular de AMPc após a remoção de 



  

soro, bem como na presença de forscolina, em astrócitos cultivados. Além disso, 

demonstramos que a secreção de S100B induzida pela privação de soro foi 

parcialmente inibida por cicloheximida, um inibidor de síntese protéica. Ainda para 

fortalecer esta hipótese, verificamos que o Rp-AMPc (um antagonista geral de 

AMPc) e o H-89 (um inibidor de PKA) foram capazes de diminuir a secreção de 

S100B induzida pela privação de soro. Isto sugere que no processo de secreção 

desta proteína em astrócitos hipocampais há nova síntese de S100B ou de algum 

fator requerido para sua secreção, os quais podem estar envolvendo a via de 

transdução AMPc/PKA. 

Pouco é conhecido a cerca do mecanismo através do qual a S100B é 

secretada (Rammes et al., 1997). Durante os experimentos, nós observamos que 

os astrócitos incharam ao serem tratados com 1mM de glutamato por 30 minutos, 

mas, apesar disso, a S100B não teve sua secreção aumentada nesse período. 

Isto poderia estar indicando que a secreção de S100B não envolve exocitose, uma 

vez que as proteínas secretadas por este mecanismo têm sua secreção 

aumentada durante o inchamento de células (Lang et al., 1998). De acordo com 

isto, nem a proteína S100B nem outra proteína S100 apresentam uma seqüência 

determinada do peptídeo sinal para a via clássica de secreção ER/Golgi (Rammes 

et al., 1997), sendo possível que esta proteína seja liberada pela glia por 

mecanismos semelhantes ao de outros fatores, como FGF, IL-1 e EGF (Barger et 

al, 1992).  Há a possibilidade, também, do envolvimento de Ca2+ e lipídios de 

membrana, neste mecanismo de secreção, uma vez que a S100B interage com 

lipídios na presença de Ca2+ e muda as propriedades estruturais da bicamada 

lipídica (Zolese et al., 1988; Barger et al., 1992). 

Independentemente do mecanismo de secreção, após morte celular ou por 

ativação de um processo de secreção, tem sido proposto que a proteína S100B 

extracelular em concentrações nanomolares pode proteger neurônios hipocampais 

contra lesões induzidas por glutamato em meio livre de soro (Ahlemeyer et al., 

2000). Apesar deste possível efeito neuroprotetor da S100B, nossos resultados 

sugerem que altas concentrações de glutamato diminuem a secreção de S100B 

induzida pela privação de soro em astrócitos hipocampais. Esse efeito poderia 

estar sendo medeado por receptores e/ou transportadores de glutamato.  

 



  

Visando investigar qual mecanismo estaria envolvido na inibição da 

secreção de S100B induzida por glutamato foram realizados experimentos com 

agonistas de receptores glutamatérgicos, com inibidores de captação de glutamato 

e, também, uma dosagem do conteúdo intracelular de AMPc em astrócitos  

tratados com 1mM de glutamato. 

Os estudos feitos com glutamato sobre a dosagem intracelular de AMPc 

demonstraram uma redução parcial na concentração deste mensageiro 

intracelular após 5 minutos da retirada do soro, o que indica o envolvimento deste 

na inibição da secreção de S100B em células privadas de soro. Entretanto, 

glutamato e H89 não apresentaram um efeito aditivo, sugerindo a possibilidade de 

uma via comum. 

Foram testados agonistas glutamatérgicos tanto ionotrópicos quanto 

metabotrópicos. Isoladamente, somente o 1S,3R-ACPD, um agonista de 

receptores glutamatérgicos metabotrópico do Grupo I e II, foi capaz de causar uma 

redução da secreção de S100B. Esse efeito poderia reforçar o possível papel 

destes receptores na neuroproteção em uma situação excitotóxica hipocampal.  

Nos experimentos com DCG-IV não observamos nem um aumento (em 

presença de soro) nem uma diminuição (na ausência de soro) da secreção de 

S100B. Esta divergência, entre os nossos dados e os de Ciccarelli et al. (1999), 

pode ser devido à heterogeneidade regional dos astrócitos (Xu et al., 2001) ou 

diferentes condições de cultivo celular. Nossos resultados sugerem que a 

diminuição causada pelo glutamato não envolve a ativação do mGluR3 (Grupo II), 

apesar deste receptor estar envolvido na síntese do AMPc e, provavelmente, em 

fenômenos de neuroproteção (Bruno et al., 1998). Entretanto, o estudo realizado 

isoladamente com DCG-IV deve ser analisado com cautela e não pode ser 

comparado com estudos realizados com o glutamato, onde mais de um receptor 

pode ser ativado e a resposta final vem da interação entre eles.  

O NMDA um agonista freqüentemente envolvido na ativação de receptores 

ionotrópicos em lesões excitotóxicas não causou nenhum efeito. Por outro lado, o 

cainato, surpreendentemente, causou um aumento na secreção de S100B. Tal 

fato reforça a desconfiança dos efeitos obtidos com agonistas isoladamente. 

Por outro lado, o efeito do glutamato sobre a secreção de S100B poderia 

envolver, além de receptores, o transporte de glutamato.  Uma evidência que 

aponta esta possibilidade é o fato que o PDC, um inibidor do transporte de 



  

glutamato, bloqueou o efeito causado pelo glutamato. Entretanto, usando o D-

aspartato que compete com o glutamato pela entrada não foi capaz de causar 

esse bloqueio. Isto exige um estudo mais detalhado, mas poderia sugerir que o 

efeito depende da entrada e de mais alguma etapa “interna” desencadeada 

somente pelo glutamato. 

Em suma, independentemente do mecanismo que o glutamato causa a 

redução da liberação de S100B em astrócitos hipocampais, parece que o 

processo depende parcialmente de síntese protéica e envolve uma via 

dependente de AMPc/PKA.  Os dados sugerem que o suposto papel neurotrófico 

da S100B, pelo menos na ausência de soro, poderia estar sendo prejudicada por 

altas concentrações de glutamato.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

VVII..  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  
 

9 A secreção da proteína S100B em cultura primária de astrócitos privadas 

de soro é significativamente maior em relação às células que 

permaneceram com SFB durante todo o período de observação (24 horas). 

Foi observado um pico em 2 horas e, após 4 horas, não há mais diferença 

na secreção de S100B nas duas condições testadas. 

 

9 O glutamato 1mM diminuiu a secreção de S100B em células estimuladas 

pela ausência de soro, mas o mesmo não foi observado nas células que 

foram incubadas com 1% de SFB. Em concentrações fisiológicas (0,1mM), 

o glutamato não induz o mesmo efeito. 

 

9 A cicloheximida inibiu em torno de 54% a secreção de S100B nas células 

privadas de soro, mas não foi capaz de inibir a secreção desta proteína nas 

células com 1% de SFB.  

 

9 O conteúdo intracelular de AMPc foi 2 vezes maior, após 5 minutos de 

privação de soro, do que os níveis observados no tempo 0. Aos 30 minutos 

o conteúdo intracelular desta molécula volta aos níveis basais. O glutamato 

1mM reduziu em torno de 28% o conteúdo de AMPc obtido após 5 minutos 

de privação de soro. 

 

9 O antagonista de AMPc, Rp-AMPc, reduziu a secreção de S100B em 62%, 

enquanto que o H89, inibidor específico da PKA, em 76%. A forscolina, um 

ativador da adenilato ciclase, aumentou a secreção de S100B nestas 

células, sendo este efeito revertido pelo H89, o que está de acordo com 

dados prévios obtidos em nosso laboratório (Pinto et al., 2000). 

 

9 O efeito inibitório do glutamato 1mM sobre a secreção de S100B, em 

cultura de astrócitos privados de soro, não foi aditivo ao efeito do H89. 

 

9 O PDC, um inibidor do transporte de glutamato, foi capaz de bloquear o 

efeito de 1mM de glutamato sobre a secreção de S100B em cultura de 



  

astrócitos hipocampais privados de soro. Entretanto, o D-aspartato, que 

também pode ser captado por este transportador, não mimetizou o efeito 

inibitório do glutamato sobre a secreção de S100B. 

 

9 O DCGIV e o L-AP4 não mimetizaram o efeito do glutamato 1mM, mas o 

agonista de Grupo I, 1S,3R-ACPD, reduziu parcialmente a secreção de 

S100B em cultura de astrócitos privados de soro, comparado ao efeito do 

glutamato. 

 

9 O NMDA, AMPA e cainato não mimetizaram o efeito do glutamato 1mM 

sobre a secreção de S100B. Todavia, o cainato aumentou a secreção desta 

proteína em cultura de astrócitos hipocampais privados de soro. 
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