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Resumo

A S100B é uma proteina ligante de calcio expressa e secretada por
astrocitos. Em culturas de neurbnios a S100B estimula a sobrevivéncia e
extensdo de neuritos. Estudos de imunocitoquimica e hibridizagdo do RNAm in
situ indicaram um aumento pods-natal desta proteina num periodo coincidente
com a sinaptogénese em ratos. Neste trabalho foi investigado o imunoconteudo
da S100B por ELISA no tecido cerebral e no liquor de ratos durante o
desenvolvimento pds-natal bem como o conteudo e secre¢cao de S100B em
culturas de astrocitos corticais de diferentes idades. Também foi avaliada a
ontogenia da GFAP e GAP-43, dois possiveis alvos da S100B. Os resultados
mostram um acumulo de S100B em hipocampo, cortex cerebral e cerebelo
entre a segunda e quarta semana poés-natal. Uma redugao da S100B no liquor
foi observada apos um periodo considerado critico para a sinaptogénese em
roedores. Um perfil semelhante foi observado durante o envelhecimento das
culturas. Este estudo contribui com a idéia de que a S100B é uma proteina glial
importante durante o desenvolvimento cerebral e que alteragdes nos seus

niveis extracelulares devem estar envolvidos com a plasticidade sinaptica.



Abstract

S100B is a calcium binding protein expressed and secreted by
astrocytes. In neuronal cultures S100B stimulates survival and extension of
neurites. Immunocytochemistry and in situ mRNA hybridization studies
indicated a post natal increase of this protein in a period coincident with
synaptogenesis in rat. In the present work we investigated the immunocontent
of S100B by ELISA in brain tissue and in cerebrospinal fluid of rat during post
natal development as well as content and secretion of S100B in pre and post
confluent primary astrocyte cultures. We also investigated the ontogeny of two
putative targets of S100B, the glial fibrillary acidic protein and the neuronal
growth-associated protein of 43 kDa (GAP-43). Our data show an accumulation
of S100B in hippocampus, cerebral cortex and cerebellum between second and
fourth postnatal weeks. A decrease of the cerebrospinal fluid S100B was
observed after the period assumed as critical for synaptogenesis in rodents. A
similar profile of cell accumulation and decrease of basal secretion was
observed during aging of astrocyte cultures. These data contribute to idea that
S100B is an important glial derived protein during brain development and that

changes in extracellular levels of S100B maybe involved in synaptic plasticity.



1 Introducao

1.1. Desenvolvimento do Sistema Nervoso Central

A maior parte das pesquisas sobre desenvolvimento tem avaliado os
periodos precoces das intensas transformacgdes associadas ao desdobramento
de um organismo a partir de um simples ovo fertilizado, desde a embriogénese
até a maturagdo poés-natal. Durante este periodo, no Sistema Nervoso,
emergem diversos fenotipos neurais. O estudo dos processos moleculares e
celulares que ocorrem durante o desenvolvimento ajuda a desvendar os
mecanismos responsaveis pelos eventos que modulam os circuitos neurais. E
importante lembrar que a forma pela qual o Sistema Nervoso desenvolve-se e
funciona depende da interdependéncia dindmica entre genes e ambiente, e
também entre células neuronais e gliais. Subjacentes a grande complexidade
do Sistema Nervoso maduro, ocorrem passos de transformagdes basicas
comuns a todos os vertebrados (Arenander e de Vellis, 1994).

A origem do Sistema Nervoso nos vertebrados ocorre a partir de uma
porcdo embrionaria chamada ectoderma. Neste estagio inicial ocorrem trés
eventos importantes. O primeiro € a inducdo neural, um processo pelo qual o
ectoderma ¢ induzido pelo mesoderma a formar a placa neural na superficie
dorsal do embrido (Kintner e Lumsden, 1999). Esta placa neural desenvolve-se
em tecido neural, como € demonstrado por experimentos de transplante onde o
ectoderma neural é cirurgicamente transferido para outras partes do embrido,
produzindo tecido neural auxiliar (Arenander e de Vellis, 1994). O préximo
evento denomina-se neurulagdo, um processo morfogenético durante o qual a
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placa neural forma o tubo neural, posicionando o Sistema Nervoso no eixo
dorsal do embrido . Também ocorre nesta fase a formagao da crista neural
(Kintner e Lumsden, 1999). O tubo neural origina o Sistema Nervoso Central
(SNC) e a crista neural, o Sistema Nervoso Periférico (SNP) (Alberts et al.,
1997). Inicialmente, o desenvolvimento cerebral envolve a geragédo de células
gliais e neuronais a partir da zona ventricular do tubo neural (Laming et
al.,2000). Na proxima etapa, o modelamento neural, ocorre uma série de
alteragdes em que o tubo neural é dividido em suas regides distintas que
levardo a formacdo das diferentes areas do Sistema Nervoso (Kintner e
Lumsden, 1999). Para tanto, as células epiteliais pseudo-estratificadas do tubo
neural proliferam continua e rapidamente, enquanto que o aumento da presséao
dentro do canal central leva a “balonizacdo” da regido rostral do tubo para
formar as principais divisbes do cérebro: prosencéfalo, mesencéfalo e

rombencéfalo (Arenander e de Vellis, 1994).

1.1.1 Gliogénese

Inicialmente, o neuroepitélio contém somente uma populagdo de
células nao diferenciadas: as células tronco. Estas células originam duas
linhagens celulares: as células tronco gliais (linhagem glioblastica) e neuronais
(linhagem neuroblastica) que iniciam uma etapa de proliferagdo. No SNC, a glia
€ constituida por astrocitos, oligodendrécitos e microglia enquanto que, no
SNP, as células de Schwann constituem o principal componente glial (Hof et
al., 1999). Acredita-se que a linhagem glioblastica possa dividir e originar trés
grupos de células precursoras/progenitoras: (a) o progenitor de astrécitos tipo
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1, (b) precursor de oligodendrécito/astrocito tipo 2 (O2A) e (c) progenitor da glia
radial (Evans e Hutchins, 1997). A superficie ventricular do cérebro em
desenvolvimento é considerada a origem destas células progenitoras. A
separagao destas linhagens ocorre durante o desenvolvimento embrionario
(Arenander e de Vellis, 1994). Dentre as primeiras células geradas no
desenvolvimento cerebral estdo as células da glia radial. Estas células
apresentam importantes caracteristicas dos astrécitos: a expressao de
marcadores celulares como proteina acida fibrilar glial (GFAP), vimentina e
proteina S100B (Laming et al., 2000). O corpo das células da glia radial
primeiramente reside na zona ventricular, enquanto um processo apical
expande-se levando ao espessamento do tubo neural servindo como substrato
para a migragcao de neurbnios (Rakic,1971). Estas observacdes tém levado a
hipétese de que o arranjo das células da glia radial talvez sirva como um
andaime para a organizagao vertical de estruturas laminares como hipocampo,
cortex e cerebelo. Destes, o hipocampo e o cerebelo sdo estruturas simples,
possuindo apenas duas camadas neuronais. O cortex € mais complexo, sendo

formado por seis camadas celulares (Hatten e Heintz, 1999).

Enquanto todos os outros tipos de células persistem no adulto ao
longo do amadurecimento, as células da glia radial em muitas regides
cerebrais parecem ser convertidas a astrocitos e células ependimais (Evans e
Hutchins,1997; Laming et al., 2000). Em cerebelo e retina, a glia radial
conserva muito de suas caracteristicas e persiste como glia de Bergmann e
glia de Muller, respectivamente (Evans e Hutchins,1997).
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Os oligodendrécitos sao gerados apds o0 nascimento e passam por uma
série de fenotipos desde células tronco indiferenciadas até células maduras
formadoras de mielina (Hof et al., 1999). Em cultura, o progenitor O2A ¢é dito
uma célula bipolar. Estas células quando cultivadas em meio contendo baixas
concentragbes de soro, diferenciam-se rapidamente em oligodendrdcitos
maduros num periodo de 3 a 5 dias. Por outro lado, quando cultivadas com
altas concentracdes de soro, diferenciam-se em astrécitos tipo 2. In vivo, a
interacao célula-célula do Sistema Nervoso em desenvolvimento na forma de
fatores de crescimento modula o desenvolvimento normal do progenitor
incluindo a diferenciagdo em oligodendrécito ou astrécito tipo 2, a extensao da
divisdo celular e o tempo e razdo da diferenciagdo celular (Arenander e de

Vellis, 1994).

As células microgliais por sua vez, seriam derivadas de mondcitos que

penetram no parénquima cerebral durante o desenvolvimento (Hof et al., 1999).

1.1.2 Neurogénese e sinaptogénese

No tubo neural, as células tronco neurais proliferam até que sinais
desconhecidos induzam a saida do ciclo mitdtico, estas células pds-mitdticas
perdem o contato com a superficie ventricular e migram formando camadas
celulares que darao origem ao SNC (Arenander e de Vellis, 1994) . Quando os
neurénios jovens saem do ciclo mitético, eles movimentam-se a partir do sitio
de origem até o seu destino final no cérebro e medula espinhal. Migragdes
radiais sdo guiadas pelos processos das células da glia radial, enquanto que
migragdes tangenciais possivelmente ocorrem ao longo dos neuritos.
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Apos a migragao dos neurdnios, ocorre a sua maturagao. Isto envolve a
diferenciacao do fendétipo neural e o estabelecimento de processos dendriticos
e axonais (Laming et al.,, 2000). Os processos de elongagdo e ramificagdo
celular determinam o fenétipo final da célula e a sua participacdo no circuito
neural local e global. Este processo de diferenciagcdo morfolégica requer o
crescimento dirigido de um consideravel nimero de processos celulares para

multiplos alvos especificos, muitas vezes distantes do corpo celular.

Os cones de crescimento sao as estruturas capazes de realizar este
processo de expansado. Estdo localizados nas extremidades dos neuritos e
exibem dois tipos de estruturas moveis, os filopddios , estruturas semelhantes
a espinhos, e os lamelopddios, que constituem uma tipica membrana franzida.
O movimento do cone de crescimento pode ser influenciado por diversos
fatores como gradiente de NGF (“Nerve Growth Factor”), neurotransmissores
como a serotonina, atividade elétrica e moléculas de adesdo da matriz

extracelular (Arenander e de Vellis, 1994).

Nos roedores (e primatas) a formagao de sinapses ocorre nos periodos
pré e pos-natal (Laming et al., 2000). Duas idéias gerais tém sido propostas
para explicar de que forma conexdes apropriadas sdo estabelecidas no
desenvolvimento do SNC: o crescimento do axbénio pode ser altamente
direcionado ou alternativamente ele pode ser menos especifico e as conexdes
desfavoraveis podem ser eliminadas mais tarde. Agora esta claro que os
axbénios seguem vias altamente especificas para alcancar seu campo alvo.
Tendo atingido o alvo, os axdnios podem arborizar-se amplamente para
estabelecimento da via final de conexdes envolvendo a expansio seletiva de
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conexdes corretas e retracdo de cones incorretos (Raper e Lavigne, 1999). O
estabelecimento de uma sinapse seguindo o contato inicial entre um axdnio em
crescimento e a sua célula alvo envolve uma elaborada troca de sinais entre
neurdnio e alvo, em que cada célula sustenta e induz a diferenciacdo de sua
companheira. Tal comunicacdo envolve fatores de crescimento como o ja
citado NGF e citocinas como a proteina S100B (Donato, 2001). A formagao de
sinapses nao determina a histéria de como a via final da conexao sinaptica é
estabelecida. O sistema nervoso em desenvolvimento produz conexdes em
excesso e o refinamento de conexdes funcionais especificas sera efetuado
pela eliminagcdo de sinapses excedentes. Neurbnios pré-sinapticos competem
pelo alvo pds-sinaptico, com a perda na competicdo retraem suas sinapses e
alguns acabam morrendo. O processo de eliminagdo de sinapses refina um
modelo de conexdes inicialmente difuso em um modelo adulto, em que as
sinapses sao especificas entre elementos pré e pds-sinapticos (Lichtman et al.,

1999).

Embora a densidade neuronal e as vias basicas de crescimento axonal
e dendritico sejam determinadas antes do nascimento, o remodelamento de
conexdes sinapticas continua ao longo da vida. Nesta etapa, um importante
processo relacionado com o desenvolvimento da organizagdo neuronal é a
plasticidade, uma forma de regulagdo da comunicagao sinaptica (Evans e
Hutchins, 1997). No remodelamento pos-natal estdo envolvidos sinais de
comunicagdo como NGF e S100B, também envolvidos na formag&o e conexao
sinaptica pré-natal. Novas evidéncias indicam que astrécitos alteram suas
relagcdes fisicas com os neurbnios para regular a comunicagao neuronal. Isto
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pode ser acompanhado pelos astrocitos rearranjando seus processos para
modular contatos sinapticos e através do estabelecimento e manutencao de
grupamentos neuronais. Por associar-se seletivamente a complexos sinapticos,
os astrocitos podem, através de sua bem conhecida capacidade de regular o
ambiente extracelular, modular a fisiologia sinaptica (Laming et al., 2000). Fica
clara a importancia da relagdo neurdnio-glia, seja durante as etapas iniciais de
migragdo neuronal, como ao longo do desenvolvimento, quando os astrécitos
fornecem ao neurbnio um ambiente fisiologicamente propicio para a

sobrevivéncia e plasticidade.

1.2 Ontogenia de proteinas gliais (S100B e GFAP) e neurais (GAP- 43)

1.2.1 Ontogenia da S100B

A S100B faz parte de uma familia de proteinas ligantes de Ca®* do tipo
“‘EF-hand”. Em mamiferos ela é mais abundante em células gliais do SNC e
SNP, sendo considerada uma proteina marcadora de astrécitos. Também é
expressa por melandcitos, condrocitos e adipdcitos (Donato,1999). Esta
proteina pode ser encontrada soluvel no citoplasma, associada a membrana
plasmatica, a outras membranas intracelulares e ao citoesqueleto, o que
sugere seu papel em diversos processos celulares (Sorci et al.,, 1998). A
literatura pouco nos informa sobre sua distribugdo no SNC durante o
desenvolvimento, embora a ela tenha sido postulada importante fungdo na
maturagao astrocitica e migragao neuronal (Tiu et al., 2000).

Em ratos, os estudos datam de 1972. Neste caso, foi possivel medir a

proteina logo apds o nascimento e seu acumulo iniciou a partir dos 14 dias
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aumentando rapidamente até os 6 meses. A partir desta data iniciou-se um
periodo de queda nas quantidades da proteina que foi constatado até os 30
meses. O prosencéfalo consiste na regido cerebral em que os niveis da
proteina comegaram a diminuir consideravelmente antes das demais regides,
indicando que o desenvolvimento bioquimico e envelhecimento do SNC séao

processos regionalmente seletivos (Cicero et al., 1972).

Estudos de imunoistoquimica demonstraram que em hipocampo de
humanos, algumas células imunorreativas para S100B aparecem a partir da
12% semana de gestagdo, sendo que este nimero aumenta significativamente
na 25 semana. Em adultos a imunorreatividade é semelhante a do recém-
nascido na camada molecular do hipocampo, enquanto que as camadas
polimorfica e piramidal apresentam um decréscimo do numero de células
positivas. No cortex entorrinal, a proteina mostrou-se imunorreativa a partir da
15 semana de gestacdo e manteve-se na mesma intensidade durante o
desenvolvimento, inclusive na idade adulta. Em cértex occipital o numero de
células positivas para todas as camadas, foi maior que o encontrado no
hipocampo e cértex entorrinal, a imunorreatividade apareceu a partir da 21?2
semana e atingiu um platé na 27% semana. Adultos apresentaram valores
semelhantes ao recém-nascido na camada subcortical, enquanto que na
camada granular o numero de células reativas aumentou (Tiu et al., 2000). A
expressao diferenciada de S100B sugere que esta proteina apresenta

diferentes fungdes durante o desenvolvimento e no adulto.
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1.2.2 Ontogenia da GFAP

A GFAP é uma proteina marcadora de astrécitos presente em filamentos
intermediarios do grupo lll. Exibe uma atividade dindamica modulada por
fosforilagao e desfosforilagao, efetuando um papel fundamental na plasticidade
astrocitica (Rodnight et al., 1997). O seu estado de fosforilagdo € regulado,
dentre outros fatores, pela proteina S100B (Ziegler et al., 1998).

Em ratos, o RNA mensageiro é detectado tardiamente durante a
gestacéo, por volta do dia 15, e apresentando elevacgao até o dia 21 (Sancho-
Tello et al., 1995). No 15° dia pos-natal ocorre um aumento transitério da
proteina consistente com o aparecimento de astrocitos tipo 2 durante os
eventos iniciais de mielinizagdo (Landry et al., 1990). Em cultura primaria de
astrocitos o imunoconteudo da proteina aumenta com o envelhecimento da
cultura enquanto que os niveis de vimentina caem até que as duas proteinas
apresentem um nivel semelhante. Em tecido a quantidade de GFAP é muito

maior que vimentina em animais adultos.

1.2.3 Ontogenia da GAP-43

A GAP-43 (também conhecida por neuromodulina e B-50) € uma
fosfoproteina associada a extensido de neuritos conhecida por sua importante
contribuicdo no desenvolvimento neuronal, regeneragao axonal e modulagao
da fungao sinaptica (Benowitz e Routenberg, 1987; Skene, 1989).

Durante o desenvolvimento, a GAP-43 é expressa seletivamente em
associacdo com processos de crescimento, sua sintese e transporte axonal
persistem em altos niveis durante a axogénese e sinaptogénese, e entéo
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declina com o estabelecimento de conexdes sinapticas estaveis (Skene e
Willard,1981; Jacobson et al, 1986; Benowitz e Rutenberg, 1987). Além de
estar envolvida nos processos citados acima, que sao requeridos para o
aprendizado e estabelecimento de memoria, a proteina estda associada a
processos neurodegenerativos como a doencga de Alzheimer, que apresenta
crescimento neuritico aberrante acompanhado por reduzida plasticidade
sinaptica. Nestes pacientes a expressao da GAP-43 estd diminuida (de la

Monte et al., 1995).

Em cérebros humanos e de outros primatas, altos niveis de GAP-43
persistem em areas de associagdo neocortical e do sistema limbico ao longo
da vida, onde a proteina talvez exerga uma importante funcdo ao mediar a
plasticidade experiéncia-dependente (Benovitz e Routtemberg, 1997). Estudos
de imunocitoquimica comparativos entre ratos jovens, adultos e velhos
(respectivamente 3, 18 e 31 meses) demonstraram uma redugdo da proteina
em ratos velhos comparados com adultos. Esta reducdo comparada com a
queda na densidade neuronal sugere um importante papel da proteina como
um marcador da deterioracdo da plasticidade sinaptica idade-dependente,
especialmente nas regides cerebrais envolvidas com memoéria e

comportamento emocional (Casoli et al, 1995).

Outros estudos ontogenéticos utilizando imunoistoquimica
demonstraram que em animais embrionarios, entre os dias embrionario 15 e
embrionario 19 ocorreu um aumento da imunorreatividade da GAP-43 na placa
cortical e primérdio hipocampal, ja em primordio cerebelar a intensidade foi
semelhante. Apos o nascimento, os animais demonstraram reducdo da
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proteina em todas as areas avaliadas a partir do dia pds-natal zero ao dia 90,
as regides cortical e cerebelar apresentaram intensa queda nos valores,
enquanto que no hipocampo, a queda ocorreu, mas menos brusca no decorrer

do desenvolvimento (Sugiura e Mori,1995).

1.3 Funcgoées da proteina S100B

1.3.1 Fung¢odes intracelulares da S100B

A proteina S100B possui varias fungdes intracelulares que estdo sendo
estudadas. Ela atua regulando a fosforilagdo de proteinas, de atividade
enzimatica, da homeostase do calcio e da dinamica do citoesqueleto.

A S100B reduz a fosforilagdo de algumas proteinas e esta inibigdo é
devida a interacéo direta da proteina com substratos de cinases, bloqueando o
acesso destas a seus substratos (Donato, 2001). Dentre as proteinas cuja
fosforilacdo esta inibida, estdo GAP-43, GFAP e vimentina . A inibicdo da
fosforilacdo de GFAP e vimentina deve refletir a interagcdo da S100B com
residuos no dominio N-terminal destas proteinas (Bianchi et al., 1996). A
fosforilacdo da GAP-43 pela proteina cinase C (PKC) é reduzida na presenga
de S100B purificada, sugerindo que esta proteina possa desempenhar fungéo
na plasticidade sinaptica e extensado de neuritos (Sheu et al., 1994). Embora
ainda nao tenha sido estabelecida uma fungéo para a regulagao da fosforilagéo
dependente de S100B, as pesquisas sugerem que proteinas S100, inclusive a
S100B, talvez apresentem um papel na transducédo de sinal, particularmente
por ligar a elevacdo do calcio citosdlico ao estado de fosforilagdo de

importantes proteinas alvo. Assim, a habilidade da S100B em modular a
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fosforilagdo protéica pode representar um meio de regular passos especificos

nas vias de sinalizagao (Donato, 2001).

Nenhuma atividade enzimatica é atribuida a S100B, porém tem sido
demonstrado que proteinas da familia S100 s&o capazes de regular atividades
enzimaticas. Acredita-se que a S100B exerca alguma fungdo no metabolismo
energético por interagir com a frutose-1,6-bifosfato aldolase e estimular a
fosfoglicomutase (Landar et al,1996). Outra enzima regulada pela S100B ¢ a
Ndr, uma proteina cinase nuclear importante na regulagao da divisdo celular e
morfologia celular de forma calcio dependente. Visto que a S100B tem sido
implicada na regulagdo do ciclo celular, a interagdo S100B/Ndr deve ter

importancia fisiologica (Millward et al, 1998).

A S100B exerce efeito sobre a homeostase do célcio. Sugere-se que
esta agédo ocorra devido a regulacdo pela S100B de proteinas efetoras que

controlam os niveis de calcio citosolico (Donato, 2001).

Funcbdes sobre componentes do citoesqueleto celular também sao
efetuadas pela proteina S100B. Nos microtubulos ela inibe a polimerizacao;
filamentos intermediarios, principalmente GFAP e vimentina, sofrem inibicdo da
polimerizagdo bem como a despolimerizagdao ¢é estimulada através do
sequestro de unidades nao polimerizadas. Estas observagbes sugerem que a
proteina possui fungdo de regular a morfologia celular e a dindmica do

citoesqueleto (Donato,1999).
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1.3.2 Fungoes extracelulares da S100B

A S100B é secretada por astrocitos (Shashoua et al., 1984; Van Eldik e
Zimmer, 1987). Foi observado que culturas primarias de astrocitos tem a
secrecao estimulada em condi¢cdes de auséncia de soro (Pinto et al., 2000). A
secrecao é estimulada por agonistas de receptores 5-HT1a (Whitaker-Azmitia et

al., 1990) e BDNF (Nishi et al., 2000).

Pouco se conhece sobre o mecanismo pelo qual a secregao ocorre.
Estudos recentes demonstraram que o BDNF poderia promover um processo
de liberagao através de vesiculas, um mecanismo que nao tinha sido proposto
até entdo. De fato, a secrecdo de S100B continua sendo até certo ponto um
enigma pois no gene desta proteina ndo existe um dominio sinalizando

secrecao (Nishi et al., 2000).

A acao extracelular da proteina depende da sua concentracdo, ela
pode exercer efeitos tréficos ou toxicos sobre o tecido no qual é secretada. Em
concentragcdo nanomolar ela exerce efeitos neurotréficos estimulando a
extensdo de neuritos (Kligman e Marshak, 1985), facilitando a sobrevivéncia
dos neurbnios durante o desenvolvimento (Van Eldik et al.,, 1991) além de
estimular a proliferacdo de astrocitos (Selinfreud et al., 1991). Algumas
especulacdes foram feitas a respeito da interacdo S100B/GAP-43, sugerindo
que a S100B poderia interagir com grupamentos sulfidrila dos residuos de
cisteina 3 e 4 da GAP-43, os quais parecem ser importantes para a ligagao da
proteina @ membrana neuronal (Skene e Virag, 1989). Isto nos leva a levantar a
interessante possibilidade de que a S100B poderia regular a extensao do
neurito por acdo sobre a GAP-43 na membrana neuronal. Estudos mais
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recentes apontam para o fato de que a atividade tréfica ocorre pela ligacao da
S100B ao RAGE (Receptor for Advanced Glycation End products) promovendo
a translocacao nuclear de NF-KB e superregulacdo do fator anti-apoptético
Bcl-2 nos neurdnios alvos (Alexanian e Bamburg, 1999; Huttunen et al., 2000).
Até o presente momento,no entanto, ndo existem informagdes sobre a co-
localizacdo de GAP-43 e S100B e nem existem evidéncias de que o aumento
da expressdao da S100B seja acompanhado por um bloqueio da fungéo
sugerida para a GAP-43 na extensao do terminal sinaptico (Donato, 2001). Por

ser uma proteina neuronal , talvez a S100A1 poderia exercer esta funcao.

Concentragdes em niveis micromolares podem exercer efeitos
neurotéxicos. Algumas doengas neurodegenerativas apresentam elevados
niveis de S100B, como Sindrome de Down e Doenga de Alzheimer (Griffin et
al., 1989). Estes dados sugerem que a S100B pode ter alguma fungdo na
patogénese destas doencas, uma vez que o gene que codifica S100B
encontra-se na regiao cromossomal 21g22.3 (Allore et al.,1988); e que a
proteina B-amildide estimula a sintese de S100B e seu mRNA em cultura de
astrocitos (Pena et al., 1995). Além disso, a produgdo da proteina [-amildide
pode ser estimulada em cultura de neurdnios expostos a S100B (Li et al.,

1998).

Camundongos transgénicos que expressam elevadas concentragdes de
S100B apresentam alteracbes comportamentais além de apresentar uma alta
densidade de dendritos no hipocampo durante periodos precoces de
desenvolvimento poés-natal e uma significativa perda de dendritos quando
apresentam um ano de idade (Whitaker-Azmitia et al., 1997), sugerindo o efeito

22



deletério da proteina em elevadas concentragdes. O efeito toxico da S100B
também ocorre por interagdo com RAGE aumentando as espécies oxigénio-
reativas, liberagao de citocromo C e ativagédo da via da caspase (Huttunem et

al, 2000).

2 Objetivos

1- Avaliar o imunoconteiudo da S100B durante o desenvolvimento pos-
natal em diferentes regides cerebrais do rato: hipocampo, cortex cerebral e
cerebelo, utilizando animais de 2, 8, 15, 30 e 60 dias;
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2- Avaliar o imunoconteudo de S100B no liquor de ratos em diferentes

idades;

3- Avaliar o imunoconteudo da S100B em cultura primaria de astrocitos
corticais em diferentes tempos de cultivo bem como avaliar a sua secregao

nestes tempos;

4- Avaliar a ontogenia da proteina GAP-43 em hipocampo, cértex e

cerebelo de animais de diferentes idades;

5- Avaliar a ontogenia da GFAP em hipocampo, cértex e cerebelo de

animais de diferentes idades.

3 Materiais e Métodos

3.1 Obtencgao das microfatias

Animais: Para os estudos ontogenéticos de S100B, GFAP e GAP-43 em
tecido foram utilizados ratos Wistar machos das seguintes idades: 2,8,15,30 e
60 dias pds-natal.
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Solucdes utilizadas: Solugao Krebs-Ringer composta por NaCl 124mM,;

KCI 4mM; MgSO4 1,3mM; CaCl, 1mM; glicose 1,2mM, Na-HEPES 25mM.
Solugcado de amostra para eletroforese constituida por SDS 4%; EDTA 2mM e

Tris-HCI 50mM (pH 6,8).

Método: Os animais foram mortos por decapitagdo e o encéfalo
rapidamente removido e colocado sobre uma placa de Petri invertida sobre
gelo recoberta por papel filtro embebido em solugcdo Krebs-Ringer. A seguir,
com auxilio de material cirurgico e pincéis, foram retiradas as estruturas de
interesse: hipocampo, cértex cerebral e cerebelo. Cada estrutura foi colocada
sobre papel filtro e este por sua vez fixado sobre a plataforma do fatiador
(“choper”) de Mcllwain. As estruturas foram entdo cortadas transversalmente
em fatias de 0,4 mm de espessura. Estas por sua vez foram transferidas para
um pequeno prato de plastico preto contendo tampao Krebs-Ringer, também
sobre o gelo, e cuidadosamente separadas com finos pincéis. A partir destas,
foram obtidas microfatias (0,5 mm de didmetro e 0,4 mm de espessura) com o
auxilio de um furador de aco inoxidavel. As microfatias foram transferidas para
um tubo “eppendorf‘ e um papel filtro (dobrado em forma de V) foi utilizado
para seca-las com um leve toque. As avaliagcdes de GAP-43 e GFAP foram
efetuadas a partir das mesmas fatias, neste caso, duas microfatias de cada
estrutura foram acondicionadas no “eppendorf’ e sobre elas foram adicionados
60 pL de solucdo de amostra. As microfatias foram homogeneizadas com
microsseringa e congeladas a -20°C até o momento da eletroforese
unidimensional. Ja para os ensaios de quantificacdo de S100B, foi utilizada
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apenas uma fatia que foi congelada a —70°C em média por uma semana para a

dosagem da proteina pela técnica de ELISA.

3.2 Eletroforese unidimensional

Solucéo de glicerol: 40% de glicerol; 10% de mercaptoetanol; Tris-HCI 50

mM (pH 6,8) e azul de bromofenol.

Gel de separacdo (10%): 10% da mistura acrilamida/bis-acrilamida

(39/1), tampéo tris-HCI 370 mM (pH 8,0), 7,5% de glicerol e 0,1% de SDS. Para
a polimerizagao do gel foi adicionado a mistura TEMED e persulfato de amonio
nas concentragdes de 0,06% e 0,045%, respectivamente.

Gel de entrada (4,5%): 4,5% da mistura acrilamida/bis-acrilamida (39/1);

tampao Tris-HCI 123 mM (pH6,8); 0,1% de SDS; 0,05% de TEMED e 0,1% de
persulfato de aménio.

Tampéo superior: Tris 25 mM (pH 8,8); glicina 190 mM e SDS 0,1%.

Tampa&o inferior: Tris-HCI 50 mM (pH 8,0).

Método: As microfatias homogeneizadas foram descongeladas e duas
aliquotas de 10 ul retiradas para dosagem de proteinas. Apds, cada uma
recebia 20 uL da solugéo de glicerol. As amostras foram inteiramente aplicadas
no gel. Para cada experimento foram confeccionados 3 géis, um para cada
estrutura, e as amostras foram sempre aplicadas no sentido crescente de idade
dos animais, 2, 8, 15, 30 e 60 dias . A corrida eletroforética foi realizada em
alta voltagem na camara fria (4°C). A voltagem maxima foi fixada em 220V e a
corrente inicial de 20 mA/placa. A corrida aconteceu até que a frente de corrida

estivesse a 5 cm do inicio do gel de separagao (Gower e Rodnight,1982).
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3.3 Eletrotransferéncia e imunodetec¢cao da GFAP e GAP-43

3.3.1 Eletrotransferéncia para membrana de nitrocelulose

Solucédo Bjerrum: Tris 4,8 mM; glicina 39 mM e metanol 20% (Heegard e

Bjerrum, 1988).

Antes de terminada a eletroforese, preparava-se o material para a
eletrotransferéncia. Cortava-se a membrana de nitrocelulose e quatro folhas
de papel fitro n° 3 nas mesmas dimensGes que o gel seria cortado
posteriormente. A nitrocelulose permaneceu imersa em solugao Bjerrum por no
minimo dez minutos.

Ao final da corrida eletroforética, o gel foi cortado com 5 cm de altura e
6 de largura de modo que abrangesse todas as amostras. Feito isto, o gel foi
lavado durante 1 minuto em solugao Bjerrum e posteriormente colocado sobre
a nitrocelulose entre follhas de papel filtro embebidas nesta mesma solucéo,
formando um sanduiche entre o catodo e o anodo do aparelho de
eletrotransferéncia. A voltagem maxima foi fixada em 15 V e a amperagem em
1,5 mAlcm? para 60 minutos de transferéncia. Terminada a corrida, a
membrana foi corada com solugdo Ponceau durante 3-5 minutos e descorada

com solucéao de acido acético a 0,05% para a visualizagao das bandas.

3.3.2 Imunodetecc¢ao
M-TBS: Tris 500 mM; NaCl 20 mM; pH 7,5 (TBS) e 5% de leite em po

desnatado.
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T-TBS: TBS, sendo acrescido 0,05% de Tween-20.
Para iniciar a imunodeteccao para GAP-43 a membrana de nitrocelulose
foi bloqueada por imersdo em solugdo M-TBS sob agitagdo por no minimo
duas horas. Feito o bloqueio, a membrana foi lavada trés vezes com T-TBS (5

minutos cada) e incubada com M-TBS contendo o anticorpo monoclonal anti-

GAP-43 (1:1000) overnight a temperatura de 4 C. A membrana foi novamente

lavada com T-TBS e incubada com o segundo anticorpo conjugado a
peroxidase (1:1000 em M-TBS) nas mesmas condi¢des do primeiro anticorpo.
Apos esta incubagao a membrana foi lavada trés vezes com T-TBS e depois
mais trés vezes apenas com TBS para retirar o excesso de Tween 20. A
membrana foi seca sobre papel filtro e a reagao com luminol/H; O, ocorria na
sala escura. As bandas imunodetectadas foram registradas em filmes de raio-
X.

A imunodeteccado da GFAP foi realizada nas mesmas membranas que
antes passavam por um processo de remocgado dos anticorpos utilizados
anteriormente com solucdo de NaOH 1N durante 10 minutos sob agitacao.
Apds a membrana foi lavada com agua destilada 5-6 vezes até que todo o
excesso da base fosse removido. Feito isso, a membrana sofria o0 mesmo
procedimento descrito para GAP-43, desde o bloqueio até a revelagao do filme,
sendo que o primeiro anticorpo anti-GFAP foi utilizado numa diluicdo de
1:2000, o segundo anticorpo conjugado a peroxidase numa diluicao de 1:1000.
As bandas da GAP-43 e GFAP foram passadas para o computador através de

“scanner” e analisadas pelo programa do Optiquant.
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3.4 Cultura primaria de astrécitos de cértex cerebral

Animais: Foram utilizados ratos Wistar de 1ou 2 dias pos-natal (P1 ou P2)

obtidos no ratario do Departamento de Bioquimica, ICBS, UFRGS.

Solucées utilizadas:

DMEM (meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco): Consiste

numa mistura de sais inorganicos, vitaminas e aminoacidos, glicose e vermelho
de fenol. Adicionamos garamicina 0,032% (v/v), fungizona 1% (v/v) e os
tampdes HEPES (8,39 mM) e NaHCO3 (23,8 mM) em agua desionizada MilliQ.
Para complementar o meio com fatores tréficos, horménios e outros
componentes essenciais as células foi adicionado soro fetal bovino numa

concentracéo final de 10%.

CMF-BSS (solucdo salina tamponada livre de célcio e magnésio): E

composta de NaCl (136,9 mM); KCI (5,36 mM); Na,HPO4 (0,27 mM); KH,PO4
(1,1 mM); glicose (6,1 mM) e vermelho de fenol (0,00025%).

Método: Os animais foram sacrificados por decapitacdo e as cabecas
imediatamente colocadas em placa de Petry contendo CMF-BSS e levados
para a capela de fluxo laminar. Os cérebros foram cuidadosamente removidos
com auxilio de tesouras e pingas cirurgicas e colocados em uma segunda placa
de Petry onde, ainda em presenca de CMF-BSS, foram removidas as
estruturas de interesse, no caso, o cortex cerebral. As estruturas foram partidas
em alguns pedacos com uso de bisturi e transferidos para um tubo coénico de
centrifuga fazendo-se uso de uma pipeta Pasteur de vidro.

Com pipetas Pasteur de vidro foram realizados repetidos movimentos
leves de sucg¢ao do liquido mantendo a ponta da pipeta encostada no fundo do
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tubo. O tubo ficava em descanso por 5 minutos para haver a sedimentagao do
material ainda n&o dissociado. Decorrido este tempo o sobrenadante foi
transferido para outro tubo de centrifuga vazio e o sedimento foi ressuspenso
em mais CMF-BSS. Repetia-se o procedimento de dissociagdo e ao final de
mais 5 minutos este segundo sobrenadante foi unido ao primeiro. Estas
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1000xg sendo o sobrenadante
desprezado e o sedimento contendo as células ressuspenso em meio de
cultura (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino. As células foram contadas
em camara de Neubauer e a partir do valor encontrado foi calculado o volume
de suspensao a ser semeado para a densidade final de 400 mil células por

poco. Em cada poco foi colocado um volume adicional de meio de cultura.

As placas foram colocadas na estufa sendo mantidas em atmosfera
Umida, a 37°C e com 5% de CO, (condigbes mantidas durante todo o
desenvolvimento da cultura). Apds 4 horas foi realizada uma primeira troca do
meio de cultura. A finalidade desta troca seria remover grumos e restos
celulares ndo aderidos uma vez que sua presencga poderia tornar o meio toxico
para a cultura em desenvolvimento. Sucessivas trocas de meio foram
realizadas a cada 5 dias onde, com a simples agitacdo da placa, foram
removidas células que normalmente ficam aderidas sobre os astrécitos
(neurdnios, microglia e oligodendrocitos), além de renovados os nutrientes para

as células.

O desenvolvimento das culturas foi acompanhado diariamente por
observagdes no microscépio. Na densidade normalmente semeada por nés a
cultura tornava-se confluente ao final da segunda semana de cultivo, quando
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também praticamente nao foi mais detectada a presencga de neurénios (Vinadé
et al., 1997). A auséncia de neurdnios nesta fase deve-se principalmente ao
fato de que estes tendem a ficar sobre a monocamada de astrdcitos, e assim,
como as células microgliais, sdo removidos nas sucessivas trocas de meio

(Gottfried, 1996).

3.5 Secrecao de S100B em culturas de diferentes idades

Solucdes utilizadas: DMEM, na composi¢ao ja citada anteriormente,

contendo 1% de soro fetal bovino e também DMEM sem soro fetal bovino.

Cultura: Culturas de cértex de diferentes tempos de cultivo (1, 3 e 8
semanas).

Método: A cultura foi retirada da estufa e os pocos cuidadosamente
observados ao microscopio para que as células avaliadas fossem mais
homogéneas possivel, pogos que apresentavam buracos ou cujas células
estivessem inviaveis foram descartados. Feito isso, foi iniciado o processo de
estimulo da secrecdo da S100B. O meio com 10% de soro onde as células
estavam sendo cultivadas foi retirado cuidadosamente com uma pipeta
Pasterur de plastico, evitando encostar a pipeta nas células, porém retirando-se
ao maximo o meio. As células foram adicionados 500 ul de DMEM sem soro
que ficou em contato com as células durante trinta minutos, ao final deste
tempo foi feita a primeira coleta de 50 ul do meio e este foi trocado por um
meio com 1% de soro. Apds esta troca foram efetuadas mais duas coletas de
50 ul ao final de uma e duas horas. Ao final deste tempo a cultura foi raspada
em 250 ulL de solugdo Krebs-Ringer com PMSF e EGTA 1 mM e
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posteriormente homogeneizada com microsseringa para a ruptura celular. No
mesmo experimento foram utilizados pogos controle, com ©0 mesmo
procedimento, porém estas células nao sofriam a deprivagao inicial de soro. A
quantidade de S100B secretada no meio, bem como a restante no meio

intracelular, foi medida pela técnica de ELISA.

3.6 Obtencao do liquor

Animais: Ratos Wistar de 15, 30, 60 e 90 dias provenientes do ratario do
Departamento de Bioquimica da UFRGS.

Método: Os animais foram anestesiados com tiopental soédico (50 mg/Kg)
e em seguida foram fixados no estereotaxico e o liquor extraido por pungao da
cisterna magna com microsseringa. Apos este procedimento, os animais foram
sacrificados e o encéfalo utilizado para a deteccdo de GAP-43 e GFAP. A

quantidade de S100B foi avaliada pela técnica de ELISA.

3.7 Quantificagao de S100B pelo método de ELISA

3.7.1 Solugobes utilizadas

PBS (tampéo fosfato): K;HPO4.7H,0 0,1M; KH2,PO4 0,1M e NaCl 50 mM

(pH 7,4).

Solucéo de lavagem: Tween-20 0,05% e albumina bovina 0,1% em PBS.

Tampé&o carbonato: Tampao carbonato-bicarbonato (Sigma) 50 mM (pH

9,5)
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Tamp&o Barbital: Tampao barbital/sédio-barbital (Sigma) 60 mM (pH8,6)

com CaCl, 0,2 mM.

3.7.2 Amostras utilizadas

- Microfatias de hipocampo, coértex cerebral e cerebelo, obtidas de

ratos Wistar de 2, 8, 15, 30 e 60 dias e congeladas a — 80°C.
- Meio de cultivo obtido a partir do estimulo da secrecao de S100B.
- Lisado de cultura obtido apds o experimento de secrec¢ao.

- Liquor obtido de ratos Wistar de 15, 30, 60 e 90 dias.

3.7.3 Processamento das amostras

Amostras de tecido: A cada microfatia foram adicionados 500 ul de PBS

com 1TmM de EGTA e 1mM de PMSF e esta foi homogeinizada com
microsseringa. Desta amostra foram retirados 10 ul que foram diluidos em 990
ul de albumina 0,2% em PBS (diluigéo final 1:100). Desta solugao final foram
aplicados 50 ul na placa de ELISA.

Amostras de meio de cultivo: As amostras sofriam uma diluicdo 1:2 com

0,2% de albumina em PBS. Foram aplicados 50 ul na placa de ELISA.

Amostras de lisado celular: As amostras foram diluidas 100 vezes com

albumina 0,2% em PBS e 50 uL foram aplicados na placa de ELISA.

Amostras de liquor: A amostra foi diluida 4 vezes em albumina 0,2%

em PBS e apds foram aplicados 50uL na placa de ELISA.

33



3.7.4 Método

Inicialmente, placas de 96 pocos para ELISA foram incubadas
“overnight” com anticorpo para S100B (9,5 ug/ml) diluido em tampéo
carbonato. Os pogos foram lavados trés vezes com solugdo de lavagem e
bloqueados com 100 uL de albumina bovina 0,2 % em PBS durante uma hora e
estavam prontos para receber as amostras. Sobre as amostras foram
adicionados 50 pL de tampao barbital. A placa foi incubada por 3 horas a 37°C
e apos sofreu nova lavagem como descrito acima. O segundo anticorpo anti-
S100B foi diluido 1:1000 em tamp&o barbital-calcio e incubado a temperatura
ambiente por uma hora.

Decorrido este tempo, uma nova etapa de lavagem foi efetuada sendo
que uma ultima lavagem foi efetuada com PBS para retirar o excesso de
Tween 20 presente na solulgdo de lavagem. Foram adicionados 100 pl do
substrato da peroxidase O-fenilenodiamina (um tablete de Fast-OPD dissolvido
em agua) e a placa permanecia no escuro por 30 minutos. Imediatamente a
reacao de cor foi parada com 50 uL de HCI 3 M. O produto desta reagao tinha
cor e a absorbancia deste foi medida num comprimento de onda de 492 nm
utilizando um leitor de placas de 96 pocgos. A curva padrao para S100B por este

método foi linear entre 0.1 e 4 ng/ml (Tramontina et al., 2000).

3.8 Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas foi feita segundo o método de Peterson (1977)

utilizando albumina bovina (Sigma) como padréo.
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4 Resultados

4.1 Ontogenia da S100B em diferentes regioes cerebrais

Os resultados obtidos a partir da dosagem da S100B por ELISA foram
avaliados igualmente para as trés estruturas estudadas. Primeiramente, os
valores obtidos foram divididos pela quantidade de proteina presente em cada
fatia. A partir disso, as amostras do dia 2 corresponderam a 100% do conteudo
de S100B. Os resultados foram avaliados estatisticamente no programa Instat

por ANOVA seguida por Tukey’s test.
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4.1.1 Ontogenia da S100B em hipocampo

Conforme a figura 1 foi observado um decréscimo significativo da S100B
ao final da primeira semana (P=0,0144). A partir desta data a quantidade de
proteina no tecido aumentou significativamente. No dia 15 a significancia
ocorreu apenas em relagdo ao dia 8 (P=0,0198) e ndo em relagao ao dia 2,
indicando que ao final da segunda semana os niveis de S100B voltam aos
encontrados no animal recém-nascido. Ao final de um més também é
encontrada significancia com relagao aos dias 8 e 15 (P=0,0006 e P=0,0325
respectivamente). Valores entre 30 e 60 dias foram similares indicando que o
modelo adulto é adquirido durante as primeiras quatro semanas poés-natal. Uma
regressao linear foi aplicada demonstrando que existe uma correlagéo positiva

entre a idade do animal e o conteudo de S100B entre 8 e 60 dias (R=0,7122 e
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Figura 1. Ontogenia da S100B em hipocampo: O imunoconteudo da S100B
foi avaliado pela técnica de ELISA em microfatias de hipocampo de ratos de 2,
8, 15, 30 e 60 dias pds-natal. Cada valor corresponde a uma média de 6

*

experimentos. Estatisticamente significativo em relagcdo ao 2° dia.
** Estatisticamente significativo em relagdo ao 8° dia. # Estatisticamente

significativo em relagéo aos dias 2, 8 e 15 (P< 0.03 para todos os valores).

41.2 Ontogenia da S100B em coértex cerebral

O perfil ontogenético do cértex frontal (observado na figura 2) foi
semelhante ao encontrado em hipocampo uma vez que também apresentou
uma queda significativa da proteina ao final da primeira semana pdés-natal
(P<0,0001) e ao final da segunda semana os valores se igualaram aos do
nascimento. Porém, um aumento significativo da proteina em relagéo ao 8° dia
s6 ocorreu apés 30 dias (P=0,0046). Entre 30 e 60 dias , assim como em
hipocampo, os valores foram similares. A regressao linear aplicada indicou uma
correlacao positiva entre a idade do animal e o conteudo de S100B a partir do

8° dia pos-natal até o 60° dia (R=0,8054 e P<0,0001).
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Ontogenia da S100B em coértex
cerebral
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Figura 2. Ontogenia da S100B em coértex cerebral: O imunoconteudo de
S100B foi avaliado pela técnica de ELISA em microfatias de cortex frontal de
ratos nas idades de 2, 8, 15, 30 e 60 dias pods-natal. Os valores resultam da
média de 6 experimentos. * Estatisticamente significante em relagéo ao 2° dia
(P<0,0001). ** Estatisticamente significante em relacdo ao 2° e 8° dias (P=
0,0269 e 0,0046 respectivamente). # Estatisticamente significativo em relacéo

2°, 8° e 15° dias (P=0,0015; 0,0007 e 0,0058 respectivamente).
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41.3 Ontogenia da S100B em cerebelo

Nesta estrutura o perfil foi semelhante ao encontrado em hipocampo.
Também foi observada uma queda significativa no 8° dia em relagdo ao
nascimento (P=0,017). Ao final da segunda semana o conteudo de S100B foi
semelhante ao encontrado no animal recém-nascido. Diferentemente de cértex
frontal, houve significancia entre 15 e 30 dias (P=0,0238), assim como 15 e 8
dias (P=0,0358). Da mesma forma que hipocampo e cortex frontal, 30 e 60 dias

apresentaram valores semelhantes.
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Figura 3. Ontogenia da S100B em cerebelo: O imunoconteudo de S100B foi
avaliado segundo o teste de ELISA em microfatias de cerebelo de ratos de 2,
8,15,30,e 60 dias. O valor de cada idade corresponde a meédia de 6
experimentos. * Estatisticamente significativo em relagdo ao 2° dia (P<0,005).
**  Estatisticamente significativo em relagdo ao 8° dia (P=0,0358).
# Estatisticamente significativo em relagdo ao 2°, 8° e 15° dia (P<0,03 para

todos os valores).
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4.2 Quantidade de S100B nas diferentes regides cerebrais

Analisando os dados segundo a quantidade de S100B obtidos na técnica
de ELISA é possivel comparar as estruturas entre si e ndo apenas entre as
idades numa unica estrutura. Estes valores mostram que a S100B apresenta-
se em niveis mais elevados em cerebelo seguido por hipocampo e cortex
frontal. Nao foi observada diferenca significativa entre hipocampo e coértex
frontal em nenhuma idade avaliada. Estes dados s&o compativeis aos
encontrados em cultura primaria de astrécitos, onde cerebelo é a estrutura que

apresenta maiores quantidades da proteina (Pinto et al., 2000).
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Figura 4. Ontogenia comparativa da S100B entre as areas cerebrais:
Como parametro comparativo do imunoconteudo de S100B entre as diferentes
estruturas foi utilizada a quantidade de S100 obtido pelo teste de ELISA a partir
de microfatias de hipocampo, cértex frontal e cerebelo de ratos de 2, 8, 15, 30

e 60 dias pos-natal. * Estatisticamente diferente de hipocampo e cértex

cerebral (P<0,001).
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A ontogenia da secrecao da S100B pelo tecido foi estudada através da
medida desta proteina em liquor de ratos de 15, 30, 60 e 90 dias pds-natal.
Nao foi possivel obter amostras de animais menores que 15 dias sem que
algum dano no SNC fosse acarretado. O valor encontrado para o animal de 15
dias foi avaliado como 100% e relacionadas a este valor, as percentagens das
demais idades foram calculadas. Ao contrario do acumulo intracelular no
tecido, em liquor foi observado um decréscimo médio de 30% na quantidade de
S100B nos animais de 30, 60 e 90 dias comparados com animais de 15 dias.
Este decréscimo foi significativo (P<0,001 para todas as idades). Os valores

obtidos para 30, 60 e 90 dias nao foram diferentes entre si.
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Ontogenia da S100B em liquor
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Figura 5. Ontogenia S100B em liquor: O liquor de ratos de 15, 30, 60 e 90
dias foi extraido e a quantidade de S100B medida pela técnica de ELISA.

* Estatisticamente diferente do dia 15 (P < 0,002).
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O conteudo intracelular da S100B foi medido em culturas com 1, 3 e 8
semanas de cultivo. Nestas datas as culturas foram raspadas e o conteudo de
S100B foi medido pela técnica de ELISA. Os valores encontrados (nanogramas
(ng) de S100B) foram divididos pelo valor de proteina total (microgramas (ug))
de cada pocgo. Foi observado um aumento do imunoconteudo de S100B de
acordo com a idade da cultura. A quantidade de S100 encontrada na primeira
semana ficou em torno de 7,95 ng S100B/ug de proteina, ao final da terceira
semana cada pogo apresenta em média 35,92 ngS100B/ug proteina e ao final
de dois meses de cultivo cada pogo apresenta em média 59,81 ng S100B/ ug

proteina. A diferenca foi significativa entre todas as idades (P<0,01).
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Ontogenia da S100B em cultura de astrécitos
de cértex cerebral
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Figura 6. Ontogenia da S100B em cultura primaria de astrécitos de cortex:
Foram utilizadas culturas de cortex frontal nas idades de 1, 3 e 8 semanas de
cultivo. As células foram raspadas e o conteudo de S100B foi avaliado pela
técnica de ELISA. * Estatisticamente diferente de 1 semana (P<0,001).

** Estatisticamente diferente de 1 (P<0,001) e 3 semanas (P<0,01).
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Foram utilizadas culturas de 1 (pré-confluentes), 3 e 8 semanas. A
secrecao da S100B foi estimulada pela deprivacado de soro durante 30 minutos.
A percentagem de secregao foi calculada de acordo com o valor de S100B
encontrado no meio de cultivo destas células uma hora apds a privacédo de soro
com relacdo ao conteudo intracelular da proteina. Células controle foram
mantidas com 1% de soro sofrendo as mesmas trocas no meio, esta secrecéo
€ dita basal. Como pode ser observado na figura 7, a secrecdo da S100B foi
maior na cultura pré-confluente em relacdo as culturas com 3 e 8 semanas,

tanto na secregao basal como na estimulada.
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Secrecao da S100B em cultura de astrécitos de
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Figura 7. Secrecdo da S100B em cultura primaria de astrocitos de
diferentes idades: Foram utilizadas culturas de cértex com 1, 3 e 8 semanas
de cultivo. A secrecdo da S100B foi estimulada pela deprivacdo de soro
durante 30 minutos. Uma hora apds o estimulo, foi coletada uma aliquota de
50uL do meio de cultivo. A quantidade de S100B foi medida segundo o teste de
ELISA. *Estatisticamente diferente de uma semana de cultivo (P<0,01).
**Estatisticamente diferente de 1 e 3 semanas de cultivo (P<0,01).
#Estatisticamente diferente de cultura da mesma idade com 1% de soro

(P<0,01).
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4.6 Ontogenia da GAP-43

Para o estudo da ontogenia da GAP- 43 foram utilizados ratos de 2, 8, 15,
30 e 60 dias pos-natal. Os resultados obtidos na imunodetec¢cdo foram
quantificados pelo programa de computador Opti Quanti. A quantidade da
proteina obtida no 2° dia pos-natal foi considerada como 100% e a partir dai
foram calculadas as percentagens dos demais dias. A avaliagcao estatistica foi
realizada através da ANOVA seguida por Tukey’s test. Foram realizados em
média cinco experimentos com animais de todas as idades. Observando a
figura 8 observa-se que em hipocampo e cortex a GAP- 43 apresenta um perfil
semelhante. Nestas estruturas ocorre um aumento significativo no
imunoconteudo da proteina ao final da primeira semana (P<0,005) e estes
niveis caem apos esta data voltando a niveis semelhantes ao nascimento em
30 e 60 dias. Cerebelo apresentou um perfil diferente, desde o nascimento
ocorreu uma queda que foi maxima aos 15 (P<0,001) dias e manteve-se nos

mesmos niveis em 30 e 60 dias.
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Ontogenia da GAP-43 em diferentes
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Figura 8. Ontogenia da GAP-43 em hipocampo, coértex frontal e

cerebelo: O imunoconteudo da GAP-43 foi avaliado Ratos
dias. * Significativamente diferente de 2 dias (P<0,005).

significativo em relagdo ao 8° dia (P<0,001).

de 2, 8, 15, 30 e 60

** Estatisticamente

51



4.7 Ontogenia da GFAP nas diferentes regides cerebrais

As condi¢des de estudo da GFAP foram as mesmas utilizadas para GAP-
43, inclusive a avaliagdo dos resultados. A GFAP apresentou uma curva
ontogenética diferente de S100B. Um decréscimo aparente (P>0,05) foi
observado durante a primeira semana pods-natal em cértex frontal com
posterior aumento do imunoconteudo nas idades subsequentes. Em hipocampo
e cerebelo um aumento linear da proteina foi observado a partir do nascimento.
Nas trés estruturas, aos 15 dias, os valores ndo séo estatisticamente diferentes
daqueles encontrados para 60 dias. Em geral, aumento linear foi observado
para todas as estruturas do nascimento aos 60 dias. A aplicacao de um teste
de regressdo linear demonstrou uma significancia menor que 0,05 para

hipocampo e cortex cerebral e menor que 0,001 para cerebelo.
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Figura 9: Ontogenia da GFAP em diferentes regides cerebrais. O
imunoconteudo da GFAP foi avaliado em ratos de 2, 8, 15, 30 e 60 dias pos-
natal. * Estatisticamente diferente de 2 dias (P<0,05). # Estatisticamente

diferente de 2 e 8 dias (P<0,05).
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5 Discussao

A S100B tem sido encontrada no tecido cerebral de mamiferos, mas sua
distribuicdo no Sistema Nervoso Central em desenvolvimento tem sido pouco
descrita. Esta proteina esta presente em astrocitos em proliferagao
(Marshak,1990) mas também é produzida por células maduras (Ueda et al.,
1995). Dentre as principais fungdes extracelulares propostas para a S100B, as
seguintes tem atraido maior atencéo: facilitagdo da extensdo de neuritos tanto
em neurdnios corticais como em espinhais (Kligman, 1982; Kligman e Marshak
1985; Kligman e Hsieh, 1987; Marshak, 1990), estimulo da proliferagdo de
células gliais (Selinfreud et al., 1991), participacdo da maturagcdo de células
gliais (Kato et al, 1984), promog¢do da captagdo de serotonina em neurbnios
serotoninérgicos e aumento da capacidade de sobrevivéncia e extensédo de
neuritos especialmente sob condigdes de hipdxia (Jaw et al., 1995). Por outro
lado, tem sido demonstrado que a S100B pode inibir a fosforilacdo in vitro da
proteina associada ao crescimento GAP-43 pela proteina cinase C no
desenvolvimento. No envelhecimento, um aumento da S100B tem sido
observado em camundongos com senescéncia acelerada (Katoh-Semba e
Kato, 1994) e em pacientes com doenga de Alzheimer (Van Eldik e Griffin,
1994). Recentes estudos demonstraram que o tratamento de células de
neuroblastoma (células B104) ou co-cultivo de neurbnios hipocampais com
astrécitos com altas concentracdes de S100B levaram a potente ativacdo da

Oxido Nitrico Sintase induzivel e subsequente producdo de o&xido nitrico
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levando a morte neuronal tanto por necrose como por apoptose (Hu et al.,
1997).

A S100B apresenta também fungdes intracelulares como regulagéo de
fosforilagdo de proteinas, dentre elas a GFAP, regulacdo da atividade
enzimatica incluindo enzimas que fazem parte do metabolismo energético e
regulagéo do ciclo de divisdo e morfologia celular, regulagdo da dinamica do
citoesqueleto de forma que a GFAP esta incluida em seus alvos como
componente dos filamentos intermediarios tipo Il (Donato, 2001)

Os resultados em tecido mostram que a S100B apresenta um perfil
semelhante nas trés regides cerebrais estudadas: um decréscimo ao final da
primeira semana, seguido por aumento linear de acordo com a idade,
atingindo um maximo em 30 dias. Como as mais importantes fungdes da
S100B na morfogénese tém sido na proliferagdo e maturagao de células gliais,
extensdo de neuritos e formagao de sinapses (Marshak, 1990; Selinfreud et al.,
1991) é postulado que um aumento da S100B primeiramente promova a
proliferacdo de células gliais e posteriormente leva a extensdo de neuritos |,
formacgdo de sinapses e maturagcdo de células gliais (Tiu et al., 2000). Tem
sido sugerido um papel da S100B na plasticidade sinaptica devido a um
aumento desta proteina coincidente com sinaptogénese pdés-natal. Para que
isto aconteca é necessaria a presenga de um “pool” extracelular da proteina.
De fato a S100B é secretada pelos astrocitos e € possivel avaliar a extensao
desta secrecao através dos niveis desta proteina no liquor. Os resultados
demonstram um decréscimo no conteudo da S100B neste fluido de acordo com

a idade do animal. Desta forma, a secre¢ao da proteina € maior nos animais
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mais jovens, reforcando sua fungdo extracelular nas fases iniciais do
desenvolvimento.

Recentemente, um receptor de superficie celular (RAGE) foi
identificado (Hofmann et al., 1999) para a S100B levando mais luz ao papel
extracelular da proteina na extensdo do neurito no sistema nervoso em
desenvolvimento. Tem sido proposto que moléculas de S100B liberadas no
espaco extracelular ativam vias de sinalizacdo que modulam a expressao
génica e amplificam mecanismos efetores nas células que carregam o RAGE.
De fato, neuritos apresentam uma grande expressédo do RAGE durante o
desenvolvimento do Sistema Nervoso.

Tem sido postulado que a expressdo da S100B deve estar relacionada
a manutencdo das sinapses. Durante o envelhecimento, uma reorganizagao
das sinapses que incluem o desaparecimento destas e alteragbes regressivas
€ bem documentado (Wolff e Missler, 1992). Se a S100B esta envolvida na
manutencdo das sinapses, entdo uma “downregulation” da S100B seria
esperada durante o envelhecimento (Tiu et al., 2000). Esta “downregulation”
nao foi observada no tecido aos 60 dias, mas sim na sua secreg¢ao, sendo
obsevado um decréscimo na quantidade da S100B em liquor, assim como na
secrecao em astrocitos de cortex cultivados por 8 semanas.

Também foi observado que em cerebelo, assim como em cultura
primaria de astrécitos cerebelares (Pinto et al., 2000), a S100B apresenta-se
em niveis mais elevados em todas as idades avaliadas. Nesta estrutura existe
uma razao de cinco a seis neurdnios por célula glial enquanto que nas demais

a razao é de 1:1 (Ghandour et al., 1980). Talvez por isso a S100B apresenta-se
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em maior nivel, para cumprir suas fungdes extracelulares junto a extensao de
neuritos e formacao das sinapses.

Altos niveis de GAP-43 sao encontrados durante a primeira semana
pos-natal (Oestreicher e Gispen, 1986), um periodo em que algum
crescimento axonal ainda esta ocorrendo e muitas relacdes sinapticas estao
em desenvolvimento e comegam a ser modificadas, sugerindo a hipotese de
que esta proteina esta relacionada com a extensao do neurito e reorganizagao
sinaptica (Skene, 1989). Nossos resultados em hipocampo e cértex mostram
que ocorre uma queda no imunocontetido da S100B ao 8° dia pds-natal. Ao
mesmo tempo em que nestas estruturas a GAP-43 apresenta um aumento
significativo. A queda na quantidade de S100B encontrada sugere um atraso
na maturagao astroglial. Desta forma, uma redugédo da quantidade de S100B
poderia resultar num atraso da extensdao de neuritos e decréscimo da
proliferacdo glial. Isto talvez seja a causa do aumento da imunodetecgédo da
GAP-43 nesta idade, ja que altos idices desta proteina indicam imaturidade.

De forma oposta, cerebelo, a area que apresenta maiores niveis de
S100B também apresenta uma redugdo nos niveis de GAP-43 desde o
nascimento. A S100B elevada nesta estrutura poderia provocar um
desenvolvimento neuronal mais acelerado, o que é observado pelos niveis de
Gap-43 que estdo em queda desde o nascimento, diferente das demais
estruturas. De fato, neurdnios cujos processos de maturagdo/migragao estao
completos apresentam baixas quantidades de proteinas associadas ao
crescimento, como a GAP-43 (Clarke et al., 1996). Animais acima de 30 meses

apresentam baixos niveis de GAP-43 em hipocampo e cortex frontal. O
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hipocampo esta envolvido na aquisi¢ao e consolidagdo da memdaria enquanto o
cortex é reportado ser um centro para a expressdao de comportamento
emocional : as duas fungbes sao marcadamente alteradas em sujeitos idosos,
indicando que no envelhecimento a funcdo intracelular de permitir o
crescimento do axdnio para adaptar a alteragbes ambientais esta prejudicada
nestas areas cerebrais (Casoli et al., 1995). Alguns estudos também sugerem
uma possivel ligacdo entre extensao de neurito e brotamento com expresséao
de S100B e GAP-43. Por exemplo, niveis aumentados de S100B, fosforilagao
diminuida da GAP-43 e brotamento anormal tem sido encontrados em tecido
cerebral de individuos com doenga de Alzheimer (McAdory et al., 1988).

A S100B deve apresentar diferentes funcdes durante o
desenvolvimento neuronal (onde ela induz a extensao de neuritos e promove
a sobrevivéncia neuronal) e durante o envelhecimento (onde acelera a morte
celular). Consistentemente, a adicdo de S100B em cultura primaria de
neurdnios corticais aumentou a viabilidade celular e extensao de neuritos mas
também aumentou trés vezes a quantidade de proteina precursora 3 amildide
(Li et al, 1998) cujo produto da clivagem exerce efeito deletério no
envelhecimento e na doenga de Alzheimer. Estudos em animais transgénicos
demonstraram que um aumento nos niveis de S100B no cérebro deve levar a
um acelerado desenvolvimento seguido por acelerado envelhecimento
(Whitaker-Azmitia et al., 1997). Ent&o, o efeito da S100B parece depender do
estagio de desenvolvimento dos neurbnios (aumentada diferenciagdo em
neurénios embrionarios e acelerado envelhecimento em neurénios maduros) e

dependendo das concentragdes (inibicdo de apoptose em concentragdes
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nanomolar , efeitos indutores de apoptose em concentragcbes micromolar)
(Ahlmeyer et al., 1999).

O estagio de desenvolvimento do sistema nervoso de um animal pode
ser avaliado segundo a relagdo Vimentina/GFAP presente nas células gliais .
Em fases iniciais da astrogliogénese altos niveis de vimentina sdo encontrados
no tecido cerebral acompanhados de baixa imunorreatividade para GFAP. A
expressao de vimentina declina durante o desenvolvimento pés-natal em
contraste com o aumento da GFAP que por volta do 21° dia aproxima-se dos
valores encontrados na vida adulta (Sancho-Tello et al., 1995). Um decréscimo
da GFAP foi observado durante a primeira semana pds-natal em cortex frontal
com posterior aumento do imunoconteudo nas idades subsequentes.

Em hipocampo e cerebelo foi observado um aumento constante no
imunoconteudo da GFAP a partir do nascimento. Um aumento linear foi
observado para todas as estruturas do nascimento aos 60 dias, sendo que
apos o 15° dia pds-natal ndo ocorreu diferenca significativa no imunocontetido
da proteina.

Avaliando somente o perfil ontogenético de GFAP e GAP-43 pode-se
assumir que a maturagao do cerebelo ocorre mais cedo que cortex cerebral
uma vez que a redugdao da GAP-43 indica um avancado desenvolvimento
neuronal e aumento do imunoconteudo da GFAP indica desenvolvimento glial.
A GFAP é o principal componente dos filamentos intermediarios em astrocitos
maduros a acredita-se que exerca um papel fundamental na plasticidade
destas células. A GFAP polimerizada existe em equilibrio dindmico com GFAP

soluvel (Inagaki et al., 1994) e o ciclo de polimerizagao/despolimerizagao é
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regulado pela fosforilagdo em sitios localizados no segmento N-terminal. Esta
proteina é um alvo bem caracterizado da S100B (Bianchi et al., 1996 ;
Bianchi et al.,1993). A S100B atua inibindo a fosforilagdo da GFAP (Ziegler et
al., 1998). A ligacao da S100B ao N-terminal da GFAP promove um sequestro
de subunidades despolimerizadas bloqueando o processo de elongacédo de
filamentos intermediarios (Bianchi et al.,1993; Garbuglia et al., 1996, Bianchi et
al., 1996). O sito de ligagdo S100/GFAP ¢é bloqueado pelo peptideo TRTK-12,
uma sequéncia complementar ao alvo da S100B sobre a proteina CapZa
(lvanekov et al., 1995, Ilvanekov et al.,, 1996). Este peptideo compete com a
S100B pelo sitio de ligagdo a GFAP e bloqueia a capacidade da GFAP
polimerizar-se. Estas observagdes sugerem que aquelas proteinas que
possuem a sequéncia consenso CapZa devem ser proteinas alvos da S100B.
De fato, outras proteinas alvo como GAP-43, neurogranina, p53 e caldesmina
contém a sequéncia concenso (Donato, 1999), sugerindo que a S100B use os
mesmos sitios para reconhecimento destas proteinas.

Este estudo confirma a utilidade de marcadores protéicos na avaliacao
do estagio de desenvolvimento do sistema nervoso, que podem prover um
importante elo no estudo de desordens do desenvolvimento do Sistema
Nervoso considerando a sua intima relacdo com doencas cerebrais

neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer.
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6 Conclusoes

1- A S100B apresenta um perfil ontogenético pds-natal semelhante em
hipocampo, cértex e cerebelo. Nestas estruturas, apresenta uma queda no
imunoconteudo ao final da primeira semana, com posterior aumento até os 30
dias, mantendo-se constante até 60 dias.

2- O conteudo de S100B no liquor diminui com a idade. Liquor de
animais de 30, 60 e 90 dias apresentaram uma reducédo de 30% no conteudo
da proteina quando comparados com animais de 15 dias.

3- Um aumento na quantidade intracelular da S100B nao indica
necessariamente uma maior secre¢cdo. Em cultura de astrocitos corticais,
assim como ocorre no periodo pds-natal do rato, o conteudo intracelular da
S100B aumenta com o tempo enquanto a secregcao diminui.

4- A ontogenia da GAP-43 né&o ¢é igual em todas as regides estudadas.
Em hipocampo e cortex ocorre um pico do imunoconteudo ao final da primeira
semana e estes valores voltam aos niveis do nascimento. Em cerebelo os
niveis de GAP-43 estdo em declinio desde o nascimento, apresentando uma
queda maxima em 15 dias.

5- Os niveis de GFAP em todas as regides cerebrais apresentaram
aumento no imunoconteudo desde o nascimento. Aos 15 dias os valores séo

semelhantes aos encontrados em animais de 60 dias.
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