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RESUMO 
 
S100B é uma citocina produzida e secretada por astrócitos, que está envolvida 
no ciclo de citocinas desencadeado pela IL-1 na doença de Alzheimer. 
Entretanto, a secreção de S100B seguida de estímulo pela IL-1 não tem sido 
demonstrado diretamente. Nós investigamos a secreção de S100B em culturas 
gliais e fatias hipocampais expostas a IL-1. Culturas corticais primárias de 
astrócitos, células de glioma C6 e fatias hipocampais agudas de ratos Wistar 
expostas a IL-1 (de 1 pg a 10ng/mL) foram utilizadas.S100B extracelular foi 
medida por ELISA. Migração nuclear de NF-B foi investigada por 
imunocitoquímica e immunoblotting. A secreção de S100B também foi avaliada 
na presença de inibidores de NF-B e MAPK. A análise estatística foi realizada 
utilizando teste t de Student ou ANOVA de uma via, assumindo p< 0.05. A 
secreção de S100B foi estimulada por IL-1 em todas as preparações. 
Migração nuclear de NF-B também foi observada nessas condições 
experimentais. PDTC (inibidor de NF-B) e PD98059 (inibidor da via ERK) 
foram hábeis em inibir o aumento da secreção do S100B. Níveis micromolares 
de S100B, assim como IL-1, induziram a produção de óxido nítrico. Nossos 
dados demonstram que a IL-1 induz um aumento da secreção basal de 
S100B nos três diferentes modelos in vitro utilizados: astrócitos corticais 
primários, células C6 e fatias hipocampais de ratos, e que esse aumento na 
secreção foi mediado pela via de sinalização MAPK-ERK/NFB. Astrócitos 
primários e glioma C6 exibiram diferente sensibilidade a IL-1 na modulação 
tanto da secreção, quanto da expressão de S100B. Esses resultados sugerem 
que S100B extracelular pode contribuir para respostas reparativas em lesões 
cerebrais agudas, bem como para desordens neurodegenerativas em lesões 
crônicas. O mecanismo de indução de secreção de S100B por IL-1 suporta a 
hipótese de um "ciclo de citocinas", proposto na gênese da doença de 
Alzheimer.  
 



 

 3

ABSTRACT 
 
S100B is an astrocyte-derived cytokine, which has been implicated in the IL-1-
triggered cytokine cycle in Alzheimer’s disease. However, the secretion of 
S100B following stimulation by IL-1 has not been directly demonstrated. We 
investigated S100B secretion in glial preparations and hippocampal slices 
exposed to IL-1β. Cortical primary astrocyte cultures, C6 glioma cells and acute 
hippocampal slices from the brain of Wistar rats exposed to IL-1 (from 1pg to 
10ng/mL) were utilized. Extracellular S100B was measured by ELISA. Nuclear 
migration of NF-B was investigated by immunocytochemistry and 
immunoblotting. S100B secretion was also evaluated in the presence of specific 
inhibitors for NF-B and MAPK. Statistical analyses were carried out by Student 
t test or one-way ANOVA, assuming p < 0.05. IL-1-stimulated S100B secretion 
was observed in all preparations. Nuclear migration NF-B was also observed 
under these experimental conditions. PDTC (an inhibitor of NF-B) and PD 
98059 (an inhibitor of ERK) inhibited S100B secretion stimulated by IL-1. 
S100B, at micromolar levels, like IL-1, was able to induce NO production. Our 
data demonstrate IL-1-induced S100B secretion in three different in vitro 
preparations: cortical primary astrocytes, C6 glioma cells and hippocampal 
slices of rats; this secretion was mediated by MAPK-ERK/NF-B signalling. 
Primary astrocytes and C6 cells exhibited different sensitivities to IL-1 
concerning S100B expression and secretion. These results suggest that 
extracellular S100B could contribute to a reparative response in acute brain 
injury, as well as in neurodegenerative disorders due to chronic injury. The 
mechanism of IL-1-induced S100B secretion supports the hypothesis for a 
“cytokine cycle”, proposed in the genesis of Alzheimer disease. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

A, peptídeo beta amilóide;  

AGE, produto avançado de glicação; 

AVC, acidente vascular cerebral; 

CSF, fluido cérebro-espinhal; 

DA, doença de Alzheimer; 

DP, doença de Parkinson; 

ERK, cinase reguladora de sinal extracelular; 

GAP-43, proteína associada ao crescimento; 

IL-1β, interleucina-1-beta;  

iNOS, óxido nítrico sintase induzível; 

MAPK, proteína cinase ativada por mitógeno;  

NF-κB, fator de transcrição nuclear kapa B;  

NO, óxido nítrico;  

PDTC, pirrolidina ditiocarbamato;  

PD98059, 2’-amino-3’-metoxiflavona;  

PKC, proteína cinase C;  

RAGE, receptor para AGE; 

SB203580, 4-(4-fluorofenil)-2-(4-metilsulfinilfenyl)-5-(4-piridil)-1H-imidazol;  

SNC, sistema nervoso central; 

TNF-, fator de necrose tumoral alfa. 
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I. INTRODUÇÃO 
 

I. 1. Doenças Neurodegenerativas  

 

Desordens neurodegenerativas tais como doença de Alzheimer (DA), de 

Parkinson (DP), esclerose lateral amiotrófica (ELA), doença de Huntington 

(DH), entre outras, respondem por proporção significativa e crescente da 

morbidade e mortalidade no mundo desenvolvido. Devido à mudança no perfil 

da população demográfica, menor número de nascimentos e expectativa de 

vida aumentada graças ao avanço médico-científico, demências 

neurodegenerativas e desordens neurorodegenerativas do movimento estão 

tornando-se cada vez mais evidentes, uma vez que a incidência dessas 

condições patológicas é maior na população idosa (Skovronsky et. al., 2006). 

Algumas características, fenotípicas e moleculares, são recorrentes na 

maioria das patologias conhecidas como doenças neurodegenerativas; déficit 

cognitivo e/ou motor, morte neuronal acentuada, agregação protéica, formação 

de corpos de inclusão, estresse oxidativo, disfunção mitocondrial, 

excitotoxicidade e presença de moléculas pró-inflamatórias nos locais de lesão 

estão entre elas (Halliwell, 2006).  

Dentre as desordens neurodegenerativas, a mais prevalente é a doença 

de Alzheimer, que afeta de 20 a 30 milhões de indivíduos no mundo. A DA é 

responsável pela maioria dos casos de demências que são diagnosticados 

após os 60 anos (Heneka e O'Banion, 2007). Sua prevalência aumenta com a 

idade, afetando aproximadamente 1% a 3% da população acima de 60 anos, 

de 3% a 12% da população entre 70 e 80 anos chegando até a 25% a 35% em 

pessoas acima de 85 anos. Calcula-se que a incidência da DA triplique nos 
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próximos 50 anos, devido à crescente industrialização e ao envelhecimento da 

população mundial (Walton e Dodd, 2007). 

Exames post-mortem em pacientes com DA, revelam uma atrofia 

macroscopicamente visível em regiões cerebrais relacionadas a aprendizado e 

memória. Esta redução do volume cerebral é, provavelmente, decorrente de 

uma profunda degeneração de neurônios e sinapses (Mattson, 2004). O tecido 

nervoso de portadores de DA apresenta duas alterações morfológicas 

características: depósito extracelular de peptídeo β-amilóide (Aβ) também 

chamado placas neuríticas ou senis e emaranhados neurofibrilares, 

intracelular, decorrentes da agregação de proteína tau hiperfosforilada (Lee et. 

al., 2001).  

A deposição de Aβ e a formação dos emaranhados neurofibrilares 

podem não explicar por completo os sintomas clínicos encontrados na DA, 

particularmente os sintomas iniciais, manifestados antes de a degeneração 

neuronal tornar-se evidente. Interessantemente, alterações inflamatórias são 

observadas em todo o cérebro de indivíduos com doença, mesmo em estados 

iniciais, particularmente junto aos depósitos amilóides e emaranhados 

neurofibrilares, que são forte ativadores de células inflamatórias (Griffin e Mrak, 

2002). 

I. 1. 1. Doenças Neurodegenerativas e Neuroinflamação 

Doenças neurodegenerativas parecem estar fortemente associadas com 

processos inflamatórios crônicos (Eikelenboom et. al. 2006; Akiyama et. al., 

2000). Recorrência de deposição anormal de agregados protéicos, clássicos 

ativadores de inflamação (Wyss-Coray e Mucke, 2002), ativação glial e 
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produção aumentada de citocinas são alguns dos sinais característicos de 

inflamação presente na neurodegeneração do tecido cerebral, tanto em 

condições agudas (lesão cerebral traumática, AVC, p. ex.), quanto em 

desordens crônicas (doença de Parkinson, doença de Alzheimer, esclerose 

lateral amiotrófica) (Honig, 2000; Schultzberg et. al., 2007). 

O sistema nervoso central (SNC) é tradicionalmente conhecido como um 

órgão “imunologicamente privilegiado”, ou seja, não suscetível à resposta 

imune e inflamatória sistêmica. Contudo atualmente, sabe-se que ele possui 

um sistema imune endógeno coordenado por células imunocompetentes, como 

a microglia e os astrócitos (Mönning et. al., 1992; Dong e Benveniste, 2001; 

Lucas et. al., 2006). A resposta à infecção ou inflamação gerada no cérebro 

difere daquelas desencadeadas na periferia, sintomas clássicos, como rubor, 

tumor, calor e dor não são tipicamente observados no SNC. Além disso, o 

recrutamento de leucócitos, que é rápido nos órgãos periféricos, apresenta-se 

modesto e tardio no tecido nervoso. Essas diferenças podem ser atribuídas, em 

parte, à presença da barreira sangue-cérebro, que obstrui a entrada de células 

inflamatórias, patógenos e macromoléculas, protegendo assim o sensível 

sistema neuronal de danos tipicamente associados à inflamação (Tuppo e 

Arias, 2005). 

A neuroinflamação na doença de Alzheimer inclui um amplo espectro de 

complexas respostas celulares, tais como ativação microglial e astrocítica. A 

glia quando ativada libera uma variedade de mediadores pró-inflamatórios, que 

potencialmente podem contribuir para uma disfunção neuronal e resultar em 

eventual morte celular. Esses mediadores criam e alimentam um ciclo vicioso 

que pode ser essencial para a progressão da patologia da DA (Griffin et. al., 
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1998). A presença de eventos, como liberação de citocinas, proteínas do 

sistema complemento, proteínas de fase aguda, radicais livres e óxido nítrico, 

além de diversos processos moleculares relacionados (Tuppo e Arias, 2005), 

colaboram para uma atual percepção dual da inflamação no cérebro: por um 

lado com papel neuroprotetor e por outro exercendo efeitos prejudiciais sobre a 

função neuronal (figura 1). Estas interações podem ser benéficas como 

limitantes de reações de “fase aguda”, mas em condições crônicas podem 

culminar em neurodegeneração progressiva (Mrak e Griffin, 2005). Apesar do 

extraordinário desenvolvimento no conhecimento sobre a resposta inflamatória 

na DA, ainda permanece controverso se a ativação do sistema imune inato no 

SNC tem um papel primário ou secundário nos mecanismos que levam ao 

desenvolvimento dessa patologia (Praticó e Trojanowski, 2000; Zilka et. al., 

2006). 

 

 

Figura 1. O papel dual da inflamação na doença de Alzheimer. Adaptado de Marchetti 

e Abbracchio, 2005. 
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I. 2. Astrócitos  

O SNC é constituído basicamente por dois tipos celulares, células 

neuronais e células gliais. As células gliais são subdivididas em microglia, 

células fagocíticas envolvidas na resposta inflamatória, e macroglia – composta 

por oligodendrócitos, formadores da mielina; células ependimais, que revestem 

os ventrículos cerebrais, e astrócitos (Perea e Araque, 2005; Jessen, 2004). 

Os astrócitos podem ser classificados em dois subtipos principais: 

astrócitos protoplasmáticos, encontrados em maior concentração na substância 

cinzenta, e astrócitos fibrosos, localizados principalmente na substância branca 

cerebral, que correspondem, respectivamente, ao tipo 1 e tipo 2, em cultura 

(Kimelberg e Norenberg, 1989). Existem ainda astrócitos especializados, 

encontrados em estruturas específicas, como a glia de Bergmann no cerebelo, 

as células de Müller na retina e os pituícitos na neurohipófise (Porter e 

McCarthy, 1996).  

Apesar de serem as células mais abundantes do SNC, somente na 

última década os astrócitos deixaram de ser considerados apenas como 

suporte estrutural para os neurônios e passaram a ser reconhecidos por sua 

capacidade dinâmica e diversidade funcional (Shao e McCarthy, 1994). Hoje se 

sabe que astrócitos não somente estabelecem a arquitetura estrutural do 

cérebro, mas também organizam e participam de suas vias de comunicação e 

plasticidade (Blasko et. al., 2004).  

Além de modular a intensidade e atividade sináptica, astrócitos também 

podem regular a neurogênese e gliogênese, assim como estabelecer 

interações recíprocas com outros tipos celulares do SNC, como neurônios, 

células endoteliais, oligodendrócitos, microglia e células ependimais. 
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Dentre as inúmeras funções exercidas pelos astrócitos podemos 

também citar a formação da barreira hemato-encefálica (Abbott et. al., 2006); 

tamponamento de níveis extracelulares dos íons (Walz, 1989); produção de 

fatores tróficos (Schwartz e Mishler, 1990; Eriksen e Druse, 2001); metabolismo 

de neurotransmissores (Kimelberg e Katz, 1985) e suporte energético para os 

neurônios (Pellerin, 2005).  

Além disso, astrócitos, juntamente com a microglia, são as principais 

células efetoras de resposta imune inata no SNC, exibem um fenótipo ativado 

em doenças neurodegenerativas, produzindo diversos mediadores 

inflamatórios e exercendo atividade fagocítica (figura 2) (Hauwel et. al., 2005; 

Wyss-Coray e Mucke, 2002). No processo de ativação glial observa-se 

superexpressão de citocinas neurorotróficas como interleucina 1- β (IL-1β) e 

S100B (Sheng et. al., 2000; Mrak e Griffin, 2005; Liu et. al. 2005; Donato, 

2001). Recentes trabalhos têm sugerido que a expressão aumentada dessas 

citocinas exerce papel chave na progressão da neuroinflamação, disparando e 

sustentando uma cascata de eventos que resultam em progressiva morte 

neuronal (Griffin, 2006; Royston et. al., 1999; Allan et. al., 2005).  
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Figura 2. O papel do astrócito na inflamação. Adaptado de www.unmc.edu (página 

eletrônica da University of Nebrasca Medical Center). 

 

I. 3. Proteína S100B  

A S100B é uma proteína ligante de cálcio, zinco e cobre pertencente à 

família das proteínas S100, assim denominadas por serem solúveis em solução 

100% de sulfato de amônia (Moore, 1965).  

Estruturalmente, a proteína S100B apresenta-se na forma de 

homodímeros constituídos de duas subunidades, unidas por pontes de 
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dissulfeto, é uma proteína do tipo EF-hand (hélice-loop-hélice) de 21 kDa com 

dois sítios ligantes de Ca2+ (Marenholz , Heizmann e Fritz, 2004). No SNC, a 

S100B é predominantemente expressa e secretada por astrócitos (Donato, 

2001), exercendo efeitos autócrinos e parácrinos sobre outras células gliais e 

neurônios.  

Essa proteína pode atravessar a barreira hemato-encefálica, 

concentrações basais e aumentadas, devido à lesão cerebral, podem ser 

determinadas no soro (Marchi et. al., 2004). Entretanto, sua concentração 

sérica não pode ser considerada como exclusivamente proveniente de fonte 

cerebral (Netto et. al., 2006), visto que outras fontes periféricas, como o tecido 

adiposo, também são capazes de secretar S100B (Marshak, 1985; Haimoto et. 

al., 1987).  

I.3.1. Papéis Intracelulares 

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

alvo, tais como GAP-43, PKC, fator anti-apoptótico Bcl-2 ou à proteína 

supressora tumoral P53 (Donato, 2001). S100B também pode regular a 

ubiquitinação de proteínas, via interação com Sgt1 (Bianchi et. al., 1993), e a 

polimerização do citoesqueleto, inibindo a fosforilação de GFAP e vimentina, 

dessa forma, possivelmente modulando plasticidade, metabolismo energético e 

proliferação celular (Donato, 2003; Van Eldik e Wainwright, 2003). 

I.3.2. Papéis Extracelulares 

Os efeitos extracelulares da proteína S100B em cultura estão 

intimamente relacionados com a sua concentração no meio extracelular. Em 
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baixas concentrações, variando entre picomolar e valores baixos de nanomolar, 

essa proteína é trófica, promovendo crescimento de neuritos, modulação 

sináptica e sobrevivência neuronal (Van Eldik e Wainwright, 2003).  

Contudo, concentrações mais elevadas de S100B, variando entre altos 

níveis de nanomolar até molar, resultam em efeitos opostos. Altos níveis 

estimulam a produção e secreção de citocinas pró-inflamatórias, IL-1β, TNF-α, 

e enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS), podendo até levar à apoptose neuronal (Ahlemeyer et. al., 2000; 

Steiner, 2007). 

Esses efeitos são mediados, em parte, pela interação da S100B com o 

RAGE, um receptor multiligante, envolvido na transdução de estímulos 

inflamatórios e de diversos fatores neurotróficos e neurotóxicos (Donato, 2001). 

I.3.3. Expressão e Secreção 

Apesar de já identificados diversos papéis intra e extracelulares da 

S100B, o mecanismo através do qual é secretada ainda não está elucidado 

(Rothermundt et. al., 2003). No entanto, já se tem conhecimento de diversos 

moduladores da secreção dessa proteína, que é estimulada em estresse 

metabólico (privação de oxigênio, soro e/ou glicose) e diminuída por altas 

concentrações de glutamato extracelular, por exemplo (Gerlach et. al., 2006; 

Tramontina et. al., 2006).  

Entretanto, um aumento da expressão de S100B não está diretamente 

relacionado com um aumento de sua secreção, pois nem toda S100B 

produzida é necessariamente exportada (Tramontina et. al., 2002), assim 
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como, alterações morfológicas em astrócitos também não se correlacionam 

diretamente com a secreção de S100B (Pinto et. al., 2000). 

I.3.4. Envolvimento em Doenças Neurodegenerativas 

A S100B pode ser considerada como um biomarcador de dano cerebral, 

altos níveis de S100B no CSF (fluido cérebro-espinhal) e no sangue periférico 

têm sido correlacionados com diversas desordens neurodegenerativas. 

Diversos estudos post-mortem na doença de Alzheimer e síndrome de Down 

descrevem a presença da S100B predominantemente em astrócitos reativos 

circundando placas neuríticas (Mrak e Griffin, 2001; Sheng et. al., 1994). 

Somado a isso, altas concentrações de S100B foram encontradas no líquor de 

pacientes nos primeiros estágios da doença de Alzheimer (Peskind et. al., 

2001) e no soro de pacientes com síndrome de Down (Netto et. al., 2004). 

I.3.4.1. Proteína S100B e o “ciclo das citocinas” 

De acordo com a hipótese de Griffin e colaboradores, IL-1, proveniente 

de microglia ativada, induz um aumento da secreção de S100B em astrócitos 

(Griffin et. al., 1998). De fato, existem evidências (dados de expressão de 

mRNA) de uma conversa-cruzada entre essas proteínas, com regulação 

recíproca entre elas, levando a superexpressão de ambas. Interleucina-1β 

promove a ativação astrocítica, levando a um aumento de expressão da 

S100B. S100B superexpressa estimula a síntese neuronal de β-APP, além de 

promover superexpressão da própria IL-1β. Já a IL-1β, age diretamente sobre 

neurônios aumentando a síntese e processamento errôneo de β-APP, 



 

 15

favorecendo assim a contínua deposição β-amilóide, característica da doença 

de Alzheimer (Liu, et. al., 2005; Griffin, 2006). 

 No entanto, o aumento no mRNA de S100B induzido por IL-1 não é 

necessariamente, acompanhado por um aumento na quantidade de proteína 

S100B (Hinkle et. al., 1998). Foi mostrado que células de gliomas C6 tratados 

com IL-1 induzem um aumento do mRNA e da proteína S100B após 24 h 

(Sheng et. al., 1996). Por outro lado, IL-1 provoca uma diminuição do mRNA 

S100B em cultura de astrócitos após 48 h de exposição, e esse efeito 

permanece por, pelo menos, 7 dias, embora nenhuma mudança na 

concentração da proteína S100B tenha sido observada durante esse tempo 

(Hinkle et. al., 1998).  

Assim sendo, é muito importante uma avaliação apropriada da secreção 

de S100B na presença de IL-1, pois, como já dito anteriormente, ao contrário 

da IL-1 a proteína S100B produzida, não é necessariamente secretada.
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OBJETIVOS  

 OBJETIVO GERAL 

○ Avaliar o efeito da IL-1β sobre a secreção e expressão de S100B 

 

 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

○ Estudar o comportamento da secreção de S100B em cultura 

primária de astrócito, cultura de células de glioma C6 e em fatias 

hipocampais expostas a diferentes concentrações de IL-1β. 

○ Verificar possíveis alterações do conteúdo de S100B intracelular 

em cultura primária de astrócitos e cultura de células C6 após 

exposição a IL-1β. 

○ Investigar as vias de sinalização envolvidas na modulação da 

secreção de S100B. 

○ Analisar o envolvimento do fator de transcrição NF-κB na 

secreção de S100B, bem como na produção de NO. 
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Abstract 

Background: S100B is an astrocyte-derived cytokine, which has been implicated in the 

IL-1-triggered cytokine cycle in Alzheimer’s disease. However, the secretion of 

S100B following stimulation by IL-1 has not been directly demonstrated. We 

investigated S100B secretion in glial preparations and hippocampal slices exposed to 

IL-1β. 

Methods: Cortical primary astrocyte cultures, C6 glioma cells and acute hippocampal 

slices from the brain of Wistar rats exposed to IL-1 (from 1pg to 10ng/mL) were 

utilized. Extracellular S100B was measured by ELISA. Nuclear migration of NF-B 

was investigated by immunocytochemistry and immunoblotting. S100B secretion was 

also evaluated in the presence of specific inhibitors for NF-B and MAPK. Statistical 

analyses were carried out by Student t test or one-way ANOVA, assuming p < 0.05. 

Results: IL-1-stimulated S100B secretion was observed in all preparations. Nuclear 

migration NF-B was also observed under these experimental conditions. PDTC (an 

inhibitor of NF-B) and PD 98059 (an inhibitor of ERK) inhibited S100B secretion. 

S100B, at micromolar levels, like IL-1, was able to induce NO production. 

Conclusions. Our data demonstrate IL-1-induced S100B secretion in three different in 

vitro preparations: cortical primary astrocytes, C6 glioma cells and hippocampal slices 

of rats; this secretion was mediated by MAPK-ERK/NF-B signalling. Primary 

astrocytes and C6 cells exhibited different sensitivities to IL-1 concerning S100B 

expression and secretion. These results suggest that extracellular S100B could 

contribute to a reparative response in acute brain injury, as well as in neurodegenerative 

disorders due to chronic injury. The mechanism of IL-1-induced S100B secretion 

supports the hypothesis for a “cytokine cycle”, proposed in the genesis of Alzheimer 

disease. 
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Background 

Neurodegenerative diseases are commonly associated with chronic inflammatory 

responses [1-2].  Deposits of protein aggregates (e.g. beta-amyloid), classical 

inflammatory activators [3], and the presence of pro-inflammatory molecules (e.g. 

cytokines), suggest that neuroinflammation underlies the pathophysiology of these 

disorders [4-6]. However, the full role of neuroinflammation is still controversial, 

because the inflammatory response is also related to the mechanism of neuroprotection 

[7]. 

Astrocytes, together with microglia, are the main cells involved in the inflammatory 

response in the central nervous system; these cells exhibit an activated phenotype in 

neurodegenerative diseases, producing several inflammatory mediators and displaying 

phagocytic activity [3, 8]. Glial activation leads to the expression of the neurotrophic 

cytokines, interleukin –1 beta (IL-1 β) and S100B [9-12]. Recent studies have suggested 

that the expression of these cytokines play a central role in the development of 

neuroinflammation, initiating and sustaining a cascade of events that results in 

progressive neuronal death [13-15]. 

S100B is a calcium binding protein, predominantly expressed and secreted by 

astrocytes in vertebrate brain [16]. Intracellularly, S100B binds to many protein targets, 

possibly modulating cytoskeleton plasticity, cell proliferation and astrocyte energy 

metabolism [17-18]. High levels of brain tissue S100B have been observed in 

neurodegenerative disorders including Alzheimer’s disease [19]. The extracellular effect 

of S100B, observed in cell cultures, depends on its concentration. At sub-nanomolar 

levels, S100B stimulates neurite growth and promotes neuronal survival, however, at 

micromolar levels this molecule produces opposite effects and can even induce neuronal 

apoptosis, leading to the induction of pro-inflammatory cytokines such as IL-1β, tumor 
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necrosis factor α and inflammatory stress-related enzymes such as inducible nitric oxide 

synthase [20-21]. 

According to the hypothesis of Griffin and co-workers’, IL-1 from activated 

microglia induces S100B upregulation in astrocytes [19]. In fact, there is evidence 

(RNA expression data) of cross-talk between these proteins, with each upregulating 

each other, particularly measuring [4]. However, the increase in S100B mRNA induced 

by IL-1 is not necessarily accompanied by an augment in S100B protein [22]. C6 

glioma cells treated with IL-1  induced an increase in S100B mRNA and protein after 

24 h [23]. On the other hand, IL-1 decreased S100B mRNA in astrocyte cultures after 

48 h and this effect lasted at least for 7 days, although no change in S100B protein was 

observed during this time [22]. These contrasting results may indicate a different 

response to IL-1 in astrocyte cultures and C6 glioma cells.  

In addition, it should be mentioned that not all S100B that is produced, in contrast to IL-

1, is necessarily exported. Therefore, it is important to evaluate appropriately the 

secretion of S100B in the presence of IL-1. However, to our knowledge, no study has 

directly evaluated IL-1-induced S100B secretion. In this study, we investigated S100B 

secretion in rat cortical astrocyte cultures, C6 glioma cells and acute hippocampal slices 

exposed to IL-1β. We also investigated the involvement of NF-kappaB in S100B 

secretion, as well as in NO. 
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 Methods 

 Materials 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) was purchased from Gibco BRL. 

Interleukin-1beta (IL-1β), pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC), S100B,  monoclonal 

anti-S100B antibody (SH-B1), 4-(2-hydroxyethyl)-piperazine-1-ethanesulfonic acid 

(HEPES), dithiothreitol (DTT), orthovanadate, Ophenylenediamine (OPD), flasks and 

other material for cell culture were purchased from Sigma; fetal calf serum from 

Cultilab (São Paulo, Brazil); peroxidase-conjugated IgGs, from Amersham; PD98059, 

SB203580 and 4’,6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI) from Calbiochem. All other 

chemicals were purchased from common commercial suppliers.  

Astrocyte culture 

Primary astrocyte cultures from Wistar rats were prepared as previously described [15]. 

Procedures were in accordance with the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals and were approved by the local authorities. Briefly, cerebral cortex of newborn 

Wistar rats (1–2 days old) were removed and mechanically dissociated in Ca2+- and 

Mg2+-free balanced salt solution, pH 7.4, containing (in mM): 137 NaCl; 5.36 KCl; 

0.27 Na2HPO4; 1.1 KH2PO4 and 6.1 glucose. The cortex were cleaned of meninges 

and mechanically dissociated by sequential passage through a Pasteur pipette. After 

centrifugation at 1000 RPM for 5 min, the pellet was resuspended in DMEM (pH 7.6) 

supplemented with 8.39mM HEPES, 23.8mM NaHCO3, 0.1% fungizone, 0.032% 

garamycin and 10% fetal calf serum (FCS). Cultures were maintained in DMEM 

containing 10% FCS in 5% CO2/95% air at 37 C and allowed to grow to confluence 

and used at 15 days in vitro. The medium was replaced by DMEM without serum in the 

absence or presence of IL-1β (1, 10, 102, 103 or 104 pg/mL) or PDTC (100M). 
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C6 glioma cell culture 

A rat glioblastoma cell line was obtained from the American Type Culture Collection 

(Rockville,Maryland, USA). Late passage cells (i.e. after at least 100 passages) were 

seeded in 24-well plates at densities of 104 cells/well, and cultured in DMEM (pH 7.4) 

supplemented with 5% fetal bovine serum, 2.5 mg/mL Fungizone® and 100 U/L 

gentamicin in 5% CO2/95% air at 37°C. After cells reached confluence, the culture 

medium was replaced by DMEM without serum in the absence or presence of IL-1β (1, 

10, 102, 103 or 104 pg/mL), S100B (40 µg/mL) or PDTC (100M). 

Preparation and incubation of brain slices 

Rats were decapitated, their hippocampi were quickly dissected out and transverse 

sections (300 µm) were rapidly obtained using a McIlwain tissue chopper. One slice 

was placed into each well of a 24-well culture plate. Slices were incubated in 

oxygenated physiological medium containing in mM (120 NaCl, 2 KCl, 1 CaCl2, 1 

MgSO4, 25 Hepes, 1 KH2PO4 and 10 glucose, pH 7.4) at room temperature and the 

medium was changed every 15 min with fresh medium. Following a 120 min 

equilibration period, slices were incubated in medium plus IL-1β (1, 10, 102, 103 or 104 

pg/mL) and/or PDTC (100 µM), PD98059 (10 µM) or SB203580, (2 µM) for 1 h at 

30°C. 

S100B measurement 

The S100B concentration was determined in the culture medium at 1, 4, 24 h and in the 

incubation medium of slices at 1 h. Cells were washed and scraped at 24 h for 

measurement of intracellular S100B content. ELISA for S100B was carried out, as 

described previously with modifications [24]. Briefly, 50 µL of sample plus 50 µL of 

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

monoclonal anti-S100B (SH-B1, from Sigma). Polyclonal anti-S100 (from DAKO) was 
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incubated for 30 min and then peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was added for 

a further 30 min. The color reaction with o-phenylenediamine was measured at 492 nm. 

The standard S100B curve ranged from 0.002 to 1 ng/mL. 

Immunocytochemistry and DAPI nuclei staining 

Astrocytes were cultured on circular glass cover slips. After 1 h of IL-1β exposure, cells 

were fixed for 20 min with 4% paraformaldehyde in phosphate buffer (PBS, mM): 2.9 

KH2PO4; 38 Na2HPO47H2O; 130 NaCl; 1.2 KCl, rinsed with PBS and permeabilized 

for 10 min in PBS containing 0.2% Triton X-100 (Sigma). Fixed cells were then 

blocked for 60 min with PBS containing 0.5% bovine serum albumin and incubated for 

1h with rabbit polyclonal antibody/p65 (Santa Cruz Biotechnologies, 1:200), followed 

by a secondary FITC-labeled anti-rabbit IgG (Amersham, 1:200) for 2 h. After washing, 

the cells were stained with 0.2 mg/mL DAPI for 1 h and visualized under a fluorescent 

microscope (Nikon microscope using a TE-FM Epi-Fluorescence accessory). 

Nuclei fraction preparation 

C6 cells were harvested by scraping them into cold (4°C) phosphate-buffered saline and 

centrifuging the suspension at 200 X g for 10 min. The sedimented cells were carefully 

resuspended in a solution containing 10 mM Hepes, pH 7.9, 10 mM KCl, 1.0 mM 

MgCl2, 1.0 mM dithiothreitol , 20 µM sodium orthovanadate, and complete EDTA-free 

protease inhibitor mixture (Roche Molecular Biochemicals). The cells were then chilled 

on ice for 15 min and gently lysed by adding 0.6% (v/v) Nonidet P-40. The lysate was 

centrifuged at 200 X g for 10 min to produce the whole nuclei fraction pellet [25]. 

Western blot analysis 

Equal amounts (20 µg) of proteins from each whole nuclei sample were boiled in 

sample buffer (0.0625 M Tris-HCl, pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 5% (w/v) β-

mercaptoethanol, 10% (v/v) glycerol, 0.002% (w/v) bromphenol blue) and 
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electrophoresed in 10% (w/v) SDS-polyacrylamide gel. The separated proteins were 

blotted onto a nitrocellulose membrane. Equal loading of each sample was confirmed 

with Ponceau S staining (Sigma). Anti -p65 (Santa Cruz Biotechnology) was used at a 

dilution of 1:1,000. After incubating with the primary antibody for 1 h at room 

temperature, filters were washed and incubated with peroxidase-conjugated anti-rabbit 

immunoglobulin (IgG) at a dilution of 1:2000. The chemiluminescence signal was 

detected using an ECL kit from Amersham. 

Measurement of NO by Nitrite Assay 

Nitric oxide was determined by measuring the stable product nitrite using the 

colorimetric assay described by Hu et al. [26]. Briefly, the Griess reagent (Sigma) was 

prepared by mixing equal volumes of 1 % sulfanilamide in 0.5 N HCl and 0.1% N-(1-

naphthyl) ethylenediamine in deionized water. The reagent was added directly to the 

cell culture and incubated under reduced light at room temperature during 15 min. 

Samples were analyzed at 550 nm on a microplate spectrophotometer. Controls and 

blanks were run simultaneously. Nitrite concentrations were calculated using a standard 

curve prepared with sodium nitrite (0–50 µM).  

Other measurements 

Protein content was measured by Lowry’s method using BSA as a standard [27]. 

Extracellular S100B content was referred to as ‘‘secretion’’, based on cell integrity 

measurement (data not shown) with LDH activity by a colorimetric commercial kit 

(from Doles, Brazil) and Trypan blue exclusion assay [24]. 

Statistical analysis 

Parametric data are reported as means ± standard error and were analyzed by Student’s 

t-test (when two groups were considered) or one-way ANOVA (followed by Tukey’s 

test).  Values of p < 0.05 were considered to be significant. 
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Results 

A fast response (at 15 min) of S100B secretion was observed in primary astrocyte 

cultures exposed to IL-1 (Fig 1A). Interestingly, very low levels of IL-1 (1-100 

pg/mL) induced S100B secretion, but levels of 1-10 ng/mL were not able to modify 

basal S100B secretion. On the other hand, C6 glioma cells (Fig 1B) and hippocampal 

slices (Fig 1C) exhibited an increase in S100B secretion at 1 h after IL-1 addition at 

concentrations of 10 and 1ng/mL, respectively. The S100B secretion in astrocytes was 

transitory and no secretion above basal secretion was observed at 4 h after IL-1 

addition (Fig 2A).  In C6 glioma, IL-1-induced S100B secretion was more persistent. 

No difference in cell culture integrity was observed during the 24 h after IL-1 addition, 

as measured by LDH and Trypan blue exclusion assays, even after serum deprivation 

(data not shown).  Interestingly, the basal levels of S100B secretion were found to be 

quite different among the preparations; namely, approximately 0.047, 0.010 and 0.089 

ng/mg of total protein in primary astrocyte cultures, C6 glioma cells and hippocampal 

slices, respectively. It should be noted that the intracellular content of S100B (at 24 h) 

only increased significantly in C6 glioma cells (Fig 2B). 

The activity of IL-1 was confirmed by nuclear p65 migration in astrocytes (Fig 

3A) and immunoblotting for p65 in the nuclear fraction of C6 glioma cells (Fig 3B). 

Simultaneous nuclear staining with DAPI demonstrates the translocation from the 

cytoplasm to the nucleus. The involvement of the MAPK signaling pathway, beyond 

NF-kappaB, was then investigated in the secretion of IL-1-induced S100B in 

hippocampal slices using specific inhibitors (Fig 4).  PDTC (at 100 µM) inhibited the 

S100B secretion induced by IL-1, but did not modify basal S100B secretion.  

PD98059 (inhibitor of MAPK/ERK), but not SB203580 (inhibitor of MAPK/p38), 

inhibited the S100B secretion induced by IL-1, without affecting basal S100B 
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secretion. Finally, we investigated another activity, that of NO production, induced by 

IL-1 and S100B (Fig 5). Both IL-1 and S100B were observed to induce a similar 

increase in NO production in C6 glioma preparations that (evaluated by nitrite levels). 

No synergic or additive effect was observed and PDTC was able to block this 

increment.  
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Discussion 

Astrocytes (physiologically involved in glutamate clearance) and microglia, 

activated during brain injury, are responsible for the clearance of debris, as well as the 

secretion of cytokines and neurotrophic factors [28]. However, chronic glial activation, 

with the release of pro-inflammatory cytokines, eicosanoids and NO, contributes to 

dysfunction and neuronal death. In fact, IL-1β and the astrocyte-derived cytokine, 

S100B, have been strongly correlated with neuroinflammation disorders and 

neurodegenerative diseases [29], although the mechanisms involved remain unknown 

[30]. 

Although some regulating molecules of S100B secretion have been identified, 

including beta amyloid peptide [31], forskolin, lysophosphatidic acid [32], serotonin 

[33] and glutamate [34-35], the mechanisms of regulation still remain unclear [36]. This 

study shows that IL-1 increases S100B secretion in cultured astrocytes, C6 glioma 

cells and acute hippocampal slices. Measurement of extracellular S100B was referred to 

as “secretion”, since no parallel increase of LDH in the medium was observed (data not 

shown). Previous studies have shown changes in S100B mRNA levels [22,23] and 

intracellular S100B protein, induced by IL-1 [23], that are not necessarily related to 

S100B secretion. 

Many in vitro data indicate a cross-talk between S100B and IL-1β, with each 

upregulating each other [11]. Interestingly, elevated peripheral levels of S100B have 

been described in acute brain injury (e.g. stroke and traumatic brain injury) and 

psychiatric disorders (e.g. schizophrenia) [21], conditions also associated with 

elevations of IL-1β [15, 37-38] and experimental and clinical evidence has supported 

the hypothesis of a “cytokine cycle” involving IL-1 and S100B in Alzheimer’s disease 

[13,19]. 
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Astrocytes and C6 glioma cells have different regulatory mechanisms for the gene 

expression of S100B [39], but these glial preparations have been used indistinctly to 

study S100B secretion [32, 36]. In fact, although astrocytes and C6 glioma cells have 

many common biochemical properties, these cells have some important differences 

particularly concerning proliferation rate and oxidative metabolism of glucose [40-41]. 

Recently, we found that astrocytes and C6 gliomas cells, cultured in high-glucose 

medium, exhibit opposing profiles of S100B secretion under serum deprivation [42]. 

Our present finding reinforces the difference between these cells with regard to S100B 

secretion induced by IL-1. Astrocytes, in contrast to C6 glioma cells, transiently 

release S100B, and only when exposed to low levels of IL-1. Moreover, the 

intracellular content of S100B in C6 glioma cells, differently from astrocytes, 

significantly changed 24 h after exposure to IL-1.  

Although these cells released S100B at different concentrations of IL-1, the 

activation of NF-kappaB was observed in both preparations. NF-B is a key signal 

transducer for IL-1  activity in glial and neuronal cells during brain injury [43-44]. 

Many inducible genes are activated via NF-B, resulting in the production of 

inflammatory mediators such as other cytokines, eicosanoids and NO. A rapid (1h) and 

persistent activation of NF-B was observed in 1321N1 astrocytoma cells in response to 

10 ng/mL IL-1β [45], as we observed in C6 glioma with regard to S100B secretion. 

Interestingly, NF-κB activation can also up-regulate RAGE, a multiligand 

immunoglobulin receptor family, able to mediate S100B effects, and thus contributing 

to the chronic inflammatory response [46-47]. On the other hand, S100B, during early 

phases of brain injury could activate RAGE, promoting neuronal survival (via NF-

κB/MAPK-ERK) [48]. 
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In spite of a possible and secondary RAGE activation by S100B, IL-1 doubtless 

induces a secretion of S100B. This increased secretion could be due to an increment in 

intracellular S100B protein (observed at 24 h only in C6 glioma cells) or an increment 

in an as yet unknown protein involved in the mechanism of secretion of S100B. Based 

on our current knowledge of NF-B signalling, it was surprising how fast (15 min) the 

effect was observed in primary astrocytes. Moreover, PDTC was unable to inhibit this 

rapid IL-1-induced S100B secretion in astrocytes (data not shown). 

Another signal transducer involved in IL-1-induced S100B secretion was the 

MAPK-ERK pathway. This pathway demonstrates a close cross talk with NF-B [49] 

and, similarly, has been proposed to be involved in astrocyte survival, proliferation and 

death [11, 50]. Based on our data, it would be conceivable that ERK activation precedes 

NF-B in the modulation of S100B secretion. This also could explain the fast S100B 

release induced by IL-1, suggesting that other cytoplasmic protein targets of ERK may 

exist beyond the transcription factors.   

Finally, we investigated a possible co-action of S100B and IL-1 in the production 

of NO in C6 glioma cells. Confirming data from other laboratories, we found that both 

cytokines stimulated NO production [26, 29, 51]. Furthermore, in agreement with the 

literature, the NO production by both cytokines was mediated by NF-B [52], but this 

effect was neither synergic nor additive. It is important to mention that the effect of 

S100B on NO production was only observed at micromolar levels of the protein. This 

would support an earlier protective role of S100B secretion induced by IL-1 (possibly 

without astroglial NO generation). However, chronic and/or elevated levels of this 

protein could trigger toxic paracrine signalling (e.g. neuronal expression of precursor 

protein amyloid) [19].  
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Conclusions. Our data show S100B secretion to be induced by IL-1 in three 

different in vitro preparations: cortical primary astrocytes, C6 glioma cells and 

hippocampal slices of rats. This secretion was mediated by MAPK-ERK/NF-B 

signalling. Primary astrocytes and C6 cells exhibited different sensitivities to IL-1 with 

different respective S100B expressions and secretions. These results contribute to the 

idea that extracellular S100B could contribute to a reparative response in acute brain 

injury, as well as to neurodegenerative disorders in chronic injury. IL-1-induced 

S100B secretion is in agreement with the “cytokine cycle” proposed in the genesis of 

Alzheimer disease.  
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List of abbreviations   

 

ANOVA, analysis of variance;  

BSA, bovine serum albumine;  

DMEM, Dulbecco's Modified Eagle's Medium  

ECL, enhanced chemiluminescent  

ERK, extracelular signal-regulated kinase, sub-type of MAPK;  

FITC, fluorescein isothiocyanate  

IL-1β, interleukin-1-beta;  

LDH, lactate dehydrogenase;   

MAPK, mitogen-activated protein kinase;  

NF-κB, nuclear factor-kappa B;  

NO, nitric oxide;  

PBS, phosphate-buffered saline;  

PDTC, pyrrolidine dithiocarbamate;  

PD98059, 2’-amino-3’-methoxyflavone;  

SB203580, 4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl)-1H-imidazole;  

SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis.   
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Figure legends 

Figure 1. Effect of IL-1 on S100B secretion in glial preparations and hippocampal 

slices. Cortical astrocytes from neonate Wistar rats (A), C6 glioma cells (B) and 

hippocampal slices from 30-day old Wistar rats (C) were exposed to IL-1 at 

concentrations of 1 pg to 10 ng/mL for 15 min (astrocytes) or 1 h (C6 cells and 

hippocampal slices). S100B was measured by ELISA. The line indicates basal 

secretion, assumed as 100% in each experiment. Each value is a mean ( standard error) 

of 6 independent experiments performed in triplicate.  * Significantly different from 

basal secretion (p< 0.05). 

Figure 2. Time curve of S100B secretion and intracellular S100B content in glial 

preparations exposed to IL-1.  In A, S100B secretion at 1, 4 and 24 h in primary 

astrocyte cultures and C6 glioma cells exposed to 100 pg/mL and 10 ng/mL IL-1, 

respectively. In B, intracellular content of S100B at 24 h after IL-1 exposure. The 

dashed line indicates basal secretion (in A) or intracellular content (in B), assumed as 

100% in each experiment. Each value is a mean ( standard error) of 4 independent 

experiments performed in triplicate.   

* Significantly different from basal secretion (p< 0.05). 

Figure 3.Immunocytochemistry and immunoblotting for p65 in glial preparations 

exposed to IL-1.  In A, primary astrocyte cultures were exposed or not (control) to 100 

pg/mL IL-1 for 1h. Immunocytochemistry for p65 developed with FITC-labeled 

secondary antibody indicates a nuclear migration (panels A and C). DAPI staining 

confirms the nuclear localization (panels B and D). Scale bar = 50 m. In B, glioma C6 

cells were exposed or not (control) to 10 ng/mL IL-1 for 1h. Protein samples were 

analyzed in 10% SDS-PAGE, blotted to nitrocellulose and immunodetected with anti-

p65 antibody by an ECL system.  
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Figure 4. Effect of NF-B and MAPK inhibitors on S100B secretion induced by IL-

1 in hippocampal slices. Hippocampal slices of Wistar rats were (or not) exposed to 

10 ng/mL IL-1 for 1h, in the presence of 100 µM PDCT (NF-B inhibitor) or 10 µM 

PD98059 (MAPK-ERK inhibitor) or 2 µM SB203580  (MAPK-p38 inhibitor). S100B 

content in the medium was measured by ELISA. The dashed line indicates basal 

secretion, assumed as 100% in each experiment. Each value is a mean ( standard error) 

of 4 independent experiments performed in triplicate.  a Significantly different from 

basal secretion (p< 0.05). b Different from IL-1 -stimulated secretion. 

Figure 5. NO production induced by S100B and IL-1 in glial preparations. C6 

glioma cells were exposed to 10 ng/mL IL-1 and/or 40 g/MmL S100B. Nitrite 

content in the medium was measured to evaluate NO production. PDTC (at 100 M) 

was used to inhibit the NO production mediated by NF-B. The dashed line indicates 

basal NO content, assumed as 100% in each experiment. Each value is a mean ( 

standard error) of 5 independent experiments performed in triplicate.  * Significantly 

different from basal secretion (p< 0.05). 
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III. DISCUSSÃO 

 

 Astrócitos (fisiologicamente envolvidos na recaptação de 

neurotransmissores, em especial o glutamato) e microglia, quando ativados 

durante dano cerebral, são responsáveis pelo clearence de debris e patógenos, 

bem como por secreção de citocinas e fatores neurotróficos (Schultzberg et. al., 

2007). No entanto, acredita-se que ativação glial crônica, com subseqüente 

liberação de citocinas pró-inflamatórias e substâncias citotóxicas (NO, ROS, 

glutamato), tenha um papel central no desenvolvimento de disfunção e morte 

neuronal. Citocinas gliais, como S100B e IL-1β, podem conduzir a uma 

ativação glial adicional, que vêm sendo fortemente correlacionada com 

desordens neuroinflamatórias e fisiopatologia de doenças neurodegenerativas 

(Lam et. al., 2001). Os mecanismos envolvidos na relação da neuroinflamação 

com morte neuronal ainda não foram completamente elucidados e têm sido 

alvo de estudos em diversos modelos experimentais (Allan e Rothwell, 2003). 

 Embora, já tenham sido identificadas algumas moléculas capazes de 

modular a secreção de S100B, como o peptídeo β-amilóide (Peña, Brecher e 

Marshak, 1995), forskolina, ácido lisofosfatídico (Pinto et. al., 2000), serotonina 

(Whitaker-Azmitia, Murphy e Azmitia, 1990), adenosina (Ciccarelli et. al., 1999), 

amônia (Leite et. al., 2006), α- ceto ácidos (Funchal et. al., 2007) e glutamato 

(Gonçalves et. al., 2002), seu mecanismo de regulação ainda é pouco 

conhecido (Davey, Murmann e Heizmann, 2001). Neste estudo nós 

demonstramos que IL-1β extracelular aumenta a secreção basal de S100B em 

cultura cortical de astrócitos, cultura de células de glioma C6 e em fatias 

hipocampais. A quantificação de S100B extracelular foi referida como 
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“secreção”, já que não foram observados aumentos paralelos de LDH no meio 

de cultivo celular (dados não mostrados). 

 Diversos trabalhos mostram mudanças nos níveis do mRNA de S100B 

(Hinkle et. al., 1998; Sheng et. al., 1996)  e da proteína S100B intracelular 

induzidos por IL-1  (Sheng et. al., 1996), que não se refletem necessariamente 

em  secreção de S100B. 

 Estudos prévios in vitro têm demonstrado que S100B estimula a 

secreção de IL-1β em células gliais e neuronais, apontando para uma super-

regulação recíproca entre estas citocinas (Liu et. al., 2005). Interessantemente, 

elevados níveis periféricos de S100B têm sido observados em lesões cerebrais 

agudas (AVC, lesões cerebrais traumáticas), desordens auto-imunes (LES), 

desordens infecciosas (meningoencefalite) e transtornos psiquiátricos 

(esquizofrenia) (Van Eldik e Wainwright, 2003; Portela et. al., 2002; Steiner et. 

al., 2007), condições que também estão associadas à elevação de IL-1β (Simi 

et. al., 2002; Allan e Rothwell, 2003; Theodoropoulou et. al., 2001), além da 

existência de diversas evidências clínicas e experimentais de um “ciclo de 

citocinas” envolvendo S100B e IL-1β na doença de Alzheimer. Entretanto, 

deve-se observar que a S100B também possui fontes extra-cerebrais e, 

portanto, sua dosagem no soro pode refletir também alterações periféricas e 

não apenas às relacionadas ao SNC.  

 Apesar de possuírem mecanismos regulatórios distintos para a 

expressão do gene da S100B (Castets et. al., 1997), astrócitos primários e 

glioma C6 são utilizados indistintamente no estudo da expressão e secreção de 

S100B. Devido à similaridade com células gliais primárias em cultura, a 

linhagem celular de glioma C6 é extensamente usada como modelo celular 
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astrocítico (Vernadakis et. al., 1992). Todavia, é importante enfatizar, que 

apesar de astrócitos e células C6 apresentarem diversas propriedades 

bioquímicas comuns (Pinto et. al., 2000; Davey, Murmann e Heizmann, 2001), 

essas células possuem importantes diferenças, particularmente no que diz 

respeito à taxa de proliferação e metabolismo oxidativo da glicose (Tabernero 

et. al., 2006; Haghighat et. al., 1997). Recentemente, nós demonstramos que 

astrócitos e gliomas C6, cultivados em meio com alto conteúdo de glicose, 

exibiram um perfil oposto de secreção de S100B mediante privação de soro 

(Nardin et. al., 2007). Nossos resultados presentes apontam disparidade em 

relação à secreção de S100B induzida por IL-1, reforçando a idéia de 

possíveis diferenças existentes entre essas células. Astrócitos, em relação a 

células C6, apresentaram uma resposta mais sensível e transitória de secreção 

de S100B, e somente quando expostos a baixos níveis de IL-1. 

Adicionalmente, o conteúdo intracelular de S100B em células de glioma C6, 

diferentemente de astrócitos, foi alterada significativamente após 24 h de 

exposição a IL-1; sugerindo que possa haver inclusive diferença na regulação 

de vias intracelulares e/ou expressão de receptores de citocinas.  

Embora essas células tenham apresentado liberação de S100B quando 

trabalhado com concentrações diferentes de IL-1, em ambos os tipos 

celulares foi observada a ativação de NF-kappaB (dados não apresentados). O 

fator de transcrição NF-κB é um mediador chave nas vias de transdução do 

sinal para a atividade da IL-1β durante injúria cerebral, em células gliais e 

neuronais. Quando ativado, o NF-B transloca-se para o núcleo, promovendo a 

transcrição de diversos mediadores pró-inflamatórios, como IL-1, IL-6, TNF-α, 
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metaloproteinases, iNOS, e outros, podendo assim, estar envolvido no 

desenvolvimento de neuropatologias (Moynagh, 2005; Mémet, 2006).  

Uma rápida (1h) e persistente ativação de NF-κB foi observada em célula 

astrocitoma 1321N1 em resposta a IL-1 β 10 ng/mL (Bourke et. al. 2000), esses 

resultados podem exemplificar um dos mecanismos responsáveis pela ativação 

prolongada da secreção de S100B, observada em glioma C6. No entanto, não 

se pode descartar a participação de outras moléculas na regulação dessa 

secreção sustentada. Sabe-se que NF-κB pode induzir a transcrição de um 

grande número de genes diferentes, podendo levar a produção de possíveis 

proteínas hábeis em “perpetuar” (Bierhaus et. al., 2005) a sinalização, como 

por exemplo, a própria IL-1β ou ainda RAGE (Bucciarelli et. al., 2002), um 

receptor multiligante pertencente à superfamília das imunoglobulinas, capaz de 

mediar efeitos da S100B (Ponath et. al., 2007), e assim, contribuir para 

respostas inflamatórias crônicas (Bucciarelli et. al., 2002; Bierhaus et. al., 

2005). Por outro lado, S100B, durante as fases iniciais de lesão cerebral, 

poderia ativar RAGE e através da via MAPK-ERK1/2 - NF-κB, gerar uma 

superprodução de fatores anti-apoptótico, como Bcl-2, promovendo assim a 

sobrevivência neuronal (Huttunen et. al., 2000). 

 Apesar de existir uma possível e secundária ativação de RAGE por 

S100B, o que constatamos é que IL-1β sem dúvida induz a liberação de 

S100B. Este aumento da secreção poderia ser devido a um incremento na 

própria proteína S100B intracelular (observado nas 24 h, apenas em células de 

glioma C6) ou a indução de alguma proteína ainda desconhecida, envolvida no 

seu mecanismo de secreção. Com base em nossos conhecimentos atuais 

sobre a sinalização do NF-kB, mostrado como importante integrante da via de 
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sinalização modulada por IL-1β, foi surpreendente quão rápido (15 min) o efeito 

foi observado em astrócitos primário. Além disso, PDTC não foi capaz de inibir 

esta rápida indução da secreção de S100B por IL-1β nos astrócitos (dados não 

apresentados). 

 Outro sinal de transdução envolvido na liberação de S100B induzida por 

IL-1β é a via MAPK-ERK. Esta via apresenta uma estreita “conversa-cruzada” 

com NF-kB (Lubin et. al., 2005) e, da mesma forma, pode ser ativada por 

diversos estímulos extracelulares, incluindo IL-1 e S100 (Lam et. al., 2001), 

tendo papéis relevantes na sobrevivência, proliferação e controle de respostas 

inflamatórias, em diferentes tipos celulares (Liu et. al., 2005). Nós observamos 

que a secreção de S100B estimulada por IL-1β, em fatias hipocampais, é 

dependente da via ERK/MAPK, mas não da via p38/MAPK. Já foi demonstrado 

que fosforilação da ERK produz ativação astroglial que, dependendo do 

ambiente e/ou do dano, pode ser tanto benéfica (combate a patógenos, reparo 

celular), quanto prejudicial (desordens neuroinflamatórias crônicas) (Mandell, 

Gocan e Vandenberg, 2001). É possível que NF-κB possa representar um dos 

mecanismos moleculares convergentes através dos quais se desenvolvam as 

respostas inflamatórias via ERK/MAPK observadas, contudo a rápida 

modulação da secreção observada (15 min em astrócitos primários) sugere que 

existam outros alvos citoplasmáticos da proteína ERK, além dos fatores de 

transcrição. 

  Finalmente nós investigamos a possível ação conjunta de S100B e IL-1β 

na produção de NO em células de glioma C6. O óxido nítrico exerce papéis 

essenciais na modulação do tônus vascular, neurorotransmissão e processos 

inflamatórios. Diversos estudos têm demonstrado que citocinas pró-
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inflamatórias podem estimular a produção de iNOS induzindo um subseqüente 

aumento de liberação de NO (Pahan, Raymonde e Singh, 1999). Quando 

níveis elevados de NO estão presentes concomitantemente com superóxido, é 

formado peroxinitrito, uma molécula NO-derivada altamente reativa, que 

contribui com o dano neuronal associado ao estresse oxidativo e inflamação 

(Van Eldik e Wainwright, 2003). Nossos resultados, de acordo com os de 

outros laboratórios (Hu et al., 1996; Lam et. al., 2001; Adami et al., 2004), 

mostram um aumento na liberação de nitrito (um metabólito estável do NO, 

passível de quantificação) em células C6 expostas a concentrações nanomolar 

de IL-1β e/ou micromolar de S100B, mas este efeito não foi sinérgico nem 

aditivo. Além disso, acordando com a literatura, a produção de NO tanto por IL-

1, quanto por S100B foi mediada por NF-kB. A presença de uma seqüência 

consenso para ligação de NF-kB na região promotora de iNOS (Xie, 

Kashiwabara e Nathan, 1994), a inibição da liberação de NO e da expressão de 

iNOS após a ativação de NF-kB ser inibida, confirmam nossos achados de que 

a liberação de NO ocorre de maneira NF-kB–dependente. A estimulação 

simultânea por IL-1β e S100B não apresentou efeito somatório muito 

provavelmente devido ao fato de as duas citocinas agirem através da ativação 

de NF-kB e conseqüentemente estarem competindo pela mesma via de 

sinalização.  

 É importante enfatizar que S100B só exerceu efeito estimulatório sobre a 

liberação de NO quando em níveis micromolares.  Esses achados ratificam um 

possível papel protetor inicial da secreção de S100B induzida por IL-1, 

possivelmente sem geração astroglial de NO. Todavia, níveis elevados e/ou 

crônica ativação da secreção desta proteína, poderia levar a uma sinalização 
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parácrina tóxica, como, por exemplo, para expressão neuronal de A (Griffin et. 

al., 1998).  

CONCLUSÃO 

Nossos dados demonstram, pela primeira vez de nosso conhecimento, um 

aumento na secreção de S100B induzido diretamente por IL-1β, em três 

diferentes preparações in vitro: astrócitos corticais primários, células de glioma 

C6 e fatias hipocampais de ratos. Esta secreção foi mediada pela via de 

sinalização MAPK-ERK/NF-B. Também observamos um aumento do 

conteúdo de S100B intracelular, em células expostas a IL-1β por 24 h, e 

estímulo da liberação de NO pelas proteínas S100B e IL-1 β. Astrócitos 

primários e células C6 exibiram diferente sensibilidade a IL-1, com respectiva 

diferença na expressão e secreção de S100B.  

 
Figura 3. “Ciclo das Citocinas”. Adaptado de Griffin et.al., 2006. 
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Estes achados colaboram com a idéia de que haja uma “conversa-cruzada” 

entre citocinas pró-inflamatórias e de que S100B extracelular possa contribuir 

para resposta de reparação em dano cerebral agudo, bem como para 

desordem neurodegenerativa em lesões crônicas. A secreção de S100B 

induzida por IL-1, observada nesse estudo, poderia levar à progressão de 

processos neuroinflamatórios e de desordens neurodegenerativas, estando de 

acordo com a proposta da existência de um “ciclo de citocinas” presente na 

gênese da doença de Alzheimer.  
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