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RESUMO 
 

A hiperamonemia é o principal elemento na patogênese da encefalopatia 
hepática e a neurotoxicidade da amônia envolve um efeito no sistema de 
neurotransmissão glutamatérgica. Os astrócitos são intimamente relacionados 
com a transmissão glutamatérgica e, de fato, muitas alterações gliais 
específicas têm sido relatadas devido à exposição à amônia. A proteína S100B, 
particularmente a S100B extracelular, é usada como um parâmetro de ativação 
glial em diversas situações de injúria cerebral. Entretanto, existe pouca 
informação sobre essa proteína na toxicidade da amônia e nada se sabe sobre 
a sua secreção por astrócitos durante uma exposição à amônia. Nesse 
trabalho, nós investigamos a secreção de S100B em astrócitos corticais de 
ratos expostos de forma aguda à amônia, bem como a morfologia astrocítica, o 
imunoconteúdo da proteína fibrilar ácida glial (GFAP) e a atividade da enzima 
glutamina sintetase (GS). Além disso, investigamos um possível efeito da 
creatina nesses parâmetros gliais, devido a esse composto ter um suposto 
papel contra a toxicidade da amônia em culturas celulares. Encontramos um 
aumento da secreção de S100B em astrócitos expostos por 24 h à amônia, 
acompanhado de uma redução do imunoconteúdo de GFAP e da atividade da 
GS. Como elevados e persistentes aumentos extracelulares de S100B têm um 
efeito tóxico em células neuronais, a secreção alterada de S100B induzida pela 
amônia pode contribuir para o dano cerebral observado na encefalopatia 
hepática. A adição de creatina não impediu esse aumento na secreção de 
S100B, mas foi capaz de impedir a redução da concentração de GFAP e da 
atividade da GS induzidas pela exposição à amônia. 
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ABSTRACT 
 

Hyperammonemia is a major element in the pathogenesis of hepatic 
encephalopathy (HE) and ammonia neurotoxicity involves an effect on the 
glutamatergic neurotransmitter system. Astrocytes are intimately related to 
glutamatergic neurotransmission and, in fact, many specific glial alterations 
have been reported due to ammonia exposure. S100B protein, particularly 
extracellular S100B, is used as a parameter of glial activation or commitment in 
several situations of brain injury. However, there is little information about this 
protein in ammonia toxicity and none about its secretion in astrocytes under 
ammonia exposure. In this study we investigated S100B secretion in rat cortical 
astrocytes acutely exposed to ammonia, as well astrocyte morphology, glial 
fibrillary acidic protein (GFAP) content and glutamine synthetase (GS) activity. 
Moreover, we studied a possible effect of creatine on these glial parameters, 
since that this compound has a putative role against ammonia toxicity in cell 
cultures.  We found an increase in S100B secretion by astrocytes exposed to 
ammonia for 24 h, accompanied by a decrease in GFAP content and GS 
activity. Since elevated and persistent extracellular S100B plays a toxic effect 
on neural cells, altered extracellular content of S100B induced by ammonia 
could contribute to the brain impairment observed in HE. Creatine addition did 
not prevent this increment in S100B secretion, but was able to prevent the 
decrease in GFAP content and GS activity induced by ammonia exposure.  
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

ADP     Adenosina Difosfato 

AMPc     Adenosina Monofosfato Cíclico 

ATP     Adenosina Trifosfato 

BHE     Barreira Hematoencefálica 

CRT     Transportador de Creatina 

EAAT (1-3)    Transportador de Aminoácidos Excitatórios 

GFAP     Proteína Ácida Fibrilar Glial 

gln     Glutamina 

glu     Glutamato 

GS     Glutamina Sintetase 

GSH     Glutationa Reduzida 

IL-1β     Interleucina 1-beta 

iNOS     Óxido Nítrico Sintase Induzível 

LPA     Ácido Lisofosfatídico 

NFkB     Fator de Transcrição Nuclear 

NMDA      N-metil-D-aspartato 

NMDA-R    Receptor de N-metil-D-aspartato 

NO     Óxido Nítrico 

NOS     Óxido Nítrico Sintase 

mRNA    Ácido Ribonucléico Mensageiro 

SNC     Sistema Nervoso Central 

TNFα     Fator de Necrose Tumoral alfa 
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I. INTRODUÇÃO 

 

I.1. Astrócitos 

 

Os astrócitos, assim chamados por sua forma estrelar, são as células 

mais abundantes pertencentes a glia, que durante muito tempo foi considerada 

somente como um suporte estrutural para os neurônios. Essas células podem 

ser classificadas em dois tipos: fibrosos e protopasmáticos e, quando em 

cultura, tipos 1 e 2, respectivamente (Kimelberg e Norenberg, 1989). 

Entretanto, importantes funções têm sido atribuídas aos astrócitos: 

9 a remoção do glutamato da fenda sináptica e sua detoxificação 

através da enzima glutamina sintetase (Daikhin e Yudkoff, 2000); 

9 secreção de mensageiros químicos, por diferentes mecanismos 

(Evanko et al, 2004); 

9 fornecer suporte energético para os neurônios, produzindo e 

liberando lactato para o meio extracelular (Pellerin, 2005); 

9 proteção contra agentes tóxicos para neurônios, como a amônia 

(Rao et al, 2005). 

Atualmente, sabe-se que neurônios e astrócitos estão intimamente 

relacionados, tanto na função cerebral normal, quanto em situações de injúria 

(Benarroch, 2005). Os astrócitos participam também na sinalização celular, 

fazendo parte das sinapses, formando uma unidade multifuncional juntamente 

com os neurônios (Fellin e Carmignoto, 2004). Além disso, os astrócitos podem 

modular a resposta inflamatória e recentemente têm sido considerados como 

novos alvos para drogas neuroprotetoras (Darlington, 2005). 
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I.2. Proteínas S100 

 

As proteínas S100 são assim chamadas pelo fato de serem solúveis em 

solução 100% saturada de sulfato de amônio (Moore, 1965). Atualmente, já 

foram identificadas 21 proteínas pertencentes a essa família, que se 

caracterizam por serem ligantes de cálcio, do tipo EF-hand e por não terem 

distribuição homogênea em todos os tipos celulares. De fato, elas são 

codificadas por genes diferentes, localizados em diferentes cromossomos e 

são expressas de forma específica por alguns tipos celulares. Por exemplo, no 

SNC, a S100A1 é expressa em neurônios, enquanto que a S100B é expressa 

em astrócitos. As proteínas pertencentes à família S100 são encontradas no 

meio intracelular na forma de homodímeros, à exceção da calbindina D9k que 

se encontra na forma monomérica. Em alguns casos, as proteínas S100 podem 

formar heterodímeros (Donato, 2001). 

 

I.2.1. Proteína S100B 

 

A proteína S100B, uma das proteínas S100 melhor caracterizada, é 

produzida e secretada, no SNC, por astrócitos (Donato, 2001;2003). Essa 

proteína pode atravessar a barreira hematoencefálica e concentrações basais 

podem ser determinadas no soro (Marchi et al, 2004). Quando ocorre dano 

cerebral, a S100B pode aparecer até mesmo na urina (Gazzolo et al, 2003a). 

Entretanto, essa concentração sérica basal ou mesmo aumentos dessa 

concentração não podem ser considerados como provenientes de fonte 
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exclusivamente cerebral (Netto et al, in press), visto que a S100B já foi 

identificada em tecido adiposo (Marshak, 1985; Haimoto et al, 1987), de onde 

pode ser secretada (Suzuki e Kato, 1986; Netto et al, in press). Células 

mamárias epiteliais também expressam S100B e ela pode ser encontrada em 

altas concentrações no leite materno, sugerindo que esse tipo celular também 

possa secretar S100B (Gazzolo et al, 2003b). 

 

I.2.1.1. Papéis Intracelulares 

 

Dentre suas funções intracelulares no SNC, a S100B é capaz de 

modular a polimerização do citoesqueleto (Garbuglia et al, 1999), inibindo a 

fosforilação de GFAP e vimentina em cultura de astrócitos hipocampais (Frizzo 

et al, 2004).  

 

I.2.1.2. Papéis Extracelulares 

 

Os papéis extracelulares da proteína S100B em cultura estão 

intimamente relacionados com a sua concentração no meio extracelular 

(Figura 1). 

Em baixas concentrações, variando entre picomolar e valores baixos de 

nanomolar, essa proteína é trófica. Nessas condições, ela promove a 

sobrevivência neuronal, o crescimento de neuritos e modula a função sináptica 

(Van Eldik e Wainwright, 2003). Por exemplo, em cultura de neurônios 

hipocampais, a adição de S100B é capaz de proteger essas células do dano 

ocasionado pela privação de glicose (Barger et al, 1995), além de ser 
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extremamente importante durante o desenvolvimento. Ao nascimento, as 

concentrações de S100B no líquor e no soro são elevadas e, ao longo do 

desenvolvimento, vão diminuindo até atingir um platô (Tramontina et al, 2002; 

Portela et al, 2002). 

 

 

S100B 
pM – baixo nM alto nM – µM 

Trófico Tóxico Astrócito 
Microglia - Sobrevivência neuronal 

- Crescimento de neuritos 

- Função sináptica 

Disfunção/Morte Neuronal 

Citocinas 
inflamatórias 

NO 
 

iNOS 
IL-1β 

TNFα 

Neurônios

 

  Figura 1: Efeitos extracelulares da S100B são dependentes de concentração. 
Adaptado de Van Eldik e Wainwright (2003). 

 

Já em concentrações mais elevadas, variando entre altos níveis de nM 

até µM, a S100B é tóxica, tanto para astrócitos quanto para neurônios. Nessas 

condições, ela causa a ativação da glia, estimulando a produção e secreção de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β e TNFα, bem como estimulando a 
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produção de NO, através da iNOS. Esse conjunto de fatores pode levar a 

disfunção ou até mesmo a morte neuronal (Van Eldik e Wainwright, 2003). Os 

efeitos da S100B sobre as células gliais são diferentes nos astrócitos e na 

microglia. Por exemplo, a S100B sozinha é capaz de estimular a produção de 

NO pela iNOS em astrócitos, enquanto que em células de microglia, essa 

ativação ocorre somente com outro estímulo sinérgico (Petrova et al, 2000). 

 Recentemente foi demonstrado que a S100B pode induzir a expressão 

de IL-1β não apenas pela microglia como também por neurônios 

(Liu et al, 2005). 

 

I.2.1.3. Envolvimento em Doenças Neurodegenerativas 

 

Aumentos na concentração basal de S100B têm sido relacionados com 

diversas doenças neurodegenerativas (Mrak e Griffin, 2005), bem como no 

dano cerebral traumático e isquêmico (Rothermundt et al, 2003). Altas 

concentrações de S100B foram encontrados no líquor de pacientes nos 

primeiros estágios da doença de Alzheimer (Peskind et al, 2001) e em 

pacientes com síndrome de Down (Netto et al, 2004). 

 

I.2.1.4. Expressão e Secreção 

 

Apesar de serem conhecidos diversos papéis intra e extracelulares da 

proteína S100B e de se saber que seus diferentes efeitos extracelulares variam 

drasticamente conforme sua concentração no meio, pouco se sabe sobre seu 

mecanismo de secreção (Davey et al, 2001). No entanto, vários moduladores 
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da secreção de S100B são conhecidos, como o glutamato 

(Gonçalves et al, 2002), forscolina e LPA (Pinto et al, 2000), serotonina 

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

evidências de que um aumento de AMPc (Gonçalves et al, 2002) ou de cálcio 

intracelular (Davey et al, 2001) podem sinalizar para a liberação de S100B. 

Sabe-se também que NFkB está envolvido na expressão protéica de 

S100B (Lam et al, 2001) e que IL-1β (Sheng et al, 1996) e o peptídeo 

beta-amilóide (Peña et al, 1995) provocam um aumento na expressão dessa 

proteína, mas ainda não se conhecem os efeitos na secreção de S100B 

mediada por esses compostos.  

Entretanto, um aumento da expressão de S100B não está diretamente 

relacionado com um aumento de sua secreção (Tramontina et al, 2002), assim 

como alterações morfológicas em astrócitos também não se correlacionam 

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

 

I.3. Amônia 

 

I.3.1. Metabolismo Normal Periférico 

 

A amônia é produzida principalmente no fígado, onde glutamato e 

glutamina (provenientes do próprio fígado e dos tecidos extra-hepáticos) 

liberam a amônia em sua forma iônica (íon amônio, NH4
+), através das reações 

da glutaminase (glutamina → glutamato + amônia livre) e da glutamato 

desidrogenase (glutamato → α cetoglutarato + amônia livre). Essa amônia livre, 
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através da seqüência de reações do ciclo da uréia (Morris, 2002), é convertida 

em uréia e é transportada para os rins para ser eliminada na urina. 

 

I.3.2. Metabolismo Normal no SNC 

 

A amônia encontrada no SNC pode se originar tanto do metabolismo 

protéico cerebral quanto da reação da glutaminase. Essa enzima converte a 

glutamina captada pelos neurônios em glutamato, o principal neurotransmissor 

excitatório, que é armazenado em vesículas. A concentração cerebral normal 

de amônia está em torno de 0,05 mM e essa concentração basal é mantida 

principalmente através da reação da glutamina sintetase, uma enzima 

encontrada predominantemente em astrócitos. Essa enzima converte o 

glutamato e a amônia captados pelos astrócitos em glutamina (figura 2), que é 

liberada no meio extracelular e pode ser utilizada pelos neurônios como 

precursora de glutamato (ciclo glutamato-glutamina), ou ainda ser liberada na 

corrente sangüínea (Daikhin e Yudkoff, 2000; Felipo e Butterworth, 2002). 

 

 

 

LÍQUOR 

Astrócito 

glutamato 

glutamina

NH3

glutamato 

glutamina

NH3

glutamato 

GS

NMDA-R

EAAT-1

EAAT-2

PRÉ 

PÓS 
 Figura 2: Ciclo glutamato-glutamina. Adaptado
de Felipo e Butterworth (2002). 
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I.3.3. Hiperamonemia 

 

I.3.3.1. Causas e Conseqüências da Hiperamonemia  

 

Diversas patologias podem provocar hiperamonemia, ou seja, um 

aumento da concentração plasmática normal de amônia livre, atingindo 

concentrações entre 0,1-0,2 mM (Felipo e Butterworth, 2002). Essas patologias 

podem ser de origem inata, como a deficiência de ornitina transcarbamilase 

(uma das enzimas reguladoras na formação da uréia), provocando coma ou até 

mesmo a morte (Gordon, 2003; Cohn e Roth, 2004). No entanto, diversas 

situações clínicas podem gerar quadros de hiperamonemia adquirida, 

principalmente relacionadas com doenças hepáticas (hepatite, cirrose e 

doenças autoimunes). À medida que a função hepática se deteriora, uma grave 

desordem neuropsiquiátrica se desenvolve: a encefalopatia hepática 

(Felipo e Butterworth, 2002). Essa desordem pode ser definida como um 

estado de perturbação da função do SNC associado a uma hepatopatia aguda 

ou crônica grave. Nesses casos, a amônia sanguínea é o marcador mais 

facilmente medido, embora nem sempre se correlacione com o estado clínico 

(Harrison, Manual de Medicina, 15º edição, 2002). 

O aumento da concentração de amônia cerebral promove o inchamento 

dos astrócitos e o aumento da pressão intracraniana, podendo levar a uma 

situação de coma. Em casos mais graves, pode ocorrer uma herniação, 

levando o paciente à morte (Ott et al, 2005). 
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I.3.3.2. Concentrações Séricas e Centrais de Amônia 

 

A concentração sérica normal de amônia livre circulante é bastante baixa 

e encontra-se na faixa de 0,05-0,1 mM. Na verdade, essa amônia está em um 

equilíbrio entre as formas NH3 (amônia) e NH4
+ (íon amônio), que varia 

conforme  o pH do meio. Por ser uma base forte, no pH sangüíneo (7,4), a 

amônia encontra-se principalmente na forma NH4
+. No cérebro, como já 

dissemos, a concentração basal de amônia se encontra em torno de 0,05 mM 

(Felipo e Butterworth, 2002). 

Em situações de hiperamonemia, a concentração de amônia no sangue 

não ultrapassa 0,2 mM. Já no cérebro, esses valores atingem concentrações 

em torno de 5 mM, ou seja, mais de 10 vezes o valor da concentração sérica  

(Felipo e Butterworth, 2002). 

Essa diferença de concentração de amônia entre sangue e cérebro pode 

ser explicada por diferentes mecanismos.  Primeiramente, a amônia em sua 

forma não iônica, NH3, é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica por 

difusão, o que equilibraria as concentrações de amônia do sangue e do cérebro 

(Ott e Larsen, 2004). Entretanto, considerando que o pH do sangue é 7,4 e o 

pH intracelular no cérebro é 7,1, ocorre um deslocamento do equilíbrio 

NH3/ NH4
+, que explica em parte esse fluxo de amônia. Além disso, em 

situações de hiperamonemia, pode ocorrer uma diminuição do pH intracelular 

nos astrócitos, devido a alterações metabólicas (Rao e Norenberg, 2001), como 

o aumento do lactato (Haghighat e McCandless, 1997). Outro fator que explica 

esse aumento de concentração de amônia no cérebro em relação aos valores 
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sanguíneos é o aumento do fluxo sanguíneo cerebral, e o aumento da 

permeabilidade da barreira hematoencefálica (Ott e Larsen, 2004).  

Entretanto, essas evidências parecem não explicar de forma conclusiva 

o fluxo de amônia em direção ao cérebro durante a hiperamonemia. Estudos 

recentes têm proposto a entrada da forma iônica, NH4
+, no SNC (figura 3). O 

íon NH4
+ pode ser transportado pelos transportadores de potássio de forma 

competitiva ou ainda por transportadores específicos (Ott e Larsen, 2004).  

Em situações fisiológicas, os astrócitos é que regulam os níveis 

extracelulares de potássio (Nagaraja e Brookes, 1998). No caso de 

hiperamonemia, ocorre a competição entre os íons NH4
+ e K+ e um 

conseqüente aumento do potássio extracelular, que funciona como um potente 

vasodilatador cerebral (Paulson e Newman, 1987), aumentando ainda mais o 

fluxo sanguíneo cerebral. 

 

Terminação 
nervosa 

BHE Sangue Neurônio Astrócito 

 Figura 3: Transporte de amônia pela barreira hematoencefálica. 
Adaptado de Ott e Larsen (2004) 

 



 14 

I.3.3.3. Hiperamonemia e Parâmetros Astrocíticos 

 

I.3.3.3.1. S100B e Encefalopatia Hepática 

 

Pouco se sabe sobre o envolvimento da proteína S100B com a 

encefalopatia hepática ou outras situações de hiperamonemia tanto in vivo 

quanto in vitro. Dosagens de S100B no soro de pacientes com cirrose 

indicaram um aumento da concentração dessa proteína relacionado com o 

quadro de encefalopatia subclínica (Wiltfang et al, 1999). Esse estudo sugere 

seu uso como um marcador precoce, visto que mostra uma melhor correlação 

com a clínica do que a concentração de amônia arterial. Entretanto, a S100B 

também possui fontes extracerebrais e sua dosagem no soro pode refletir 

alterações periféricas e não apenas relacionadas com o SNC. 

Recentemente foi observado que ratos submetidos à anastomose 

porta-cava, um modelo animal de encefalopatia hepática, não sofrem 

alterações na expressão de S100B, tanto no que se refere a mRNA, quanto à 

quantidade de proteína (Bélanger et al, 2002). Esse é o primeiro trabalho 

relacionando S100B de fonte exclusivamente cerebral com encefalopatia 

hepática que, no entanto, se refere apenas à expressão de S100B e não 

descarta possíveis alterações na secreção dessa proteína. 

 

I.3.3.3.2. Proteína Ácida Fibrilar Glial - GFAP 

 

A GFAP é o maior componente dos filamentos intermediários de 

astrócitos diferenciados (Eng et al, 2000). Um decréscimo seletivo de GFAP em 
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córtex de pacientes com encefalopatia hepática tem sido relatado 

(Sobel et al, 1981; Kretzschmar et al, 1985; Kimura e Budka, 1986). 

Na tentativa de reproduzir essa redução de GFAP em um modelo 

animal, o tratamento de ratos com uma dieta rica em amônia não foi capaz de 

reduzir os níveis de GFAP, sugerindo uma resposta adaptativa desses animais 

à dieta (Bodega et al, 1993). Entretanto, um modelo de encefalopatia hepática 

induzida por anastomose porta-cava mostrou diferentes respostas na 

expressão de GFAP nas diferentes regiões do hipocampo (Suárez et al, 1998). 

Utilizando esse mesmo modelo animal, Bélanger et al (2002), mostra uma 

redução da expressão de GFAP nos estágios de pré-coma e coma, tanto no 

que se refere a mRNA, quanto à quantidade de proteína. 

Com o objetivo de verificar o efeito direto da amônia sobre a expressão 

de GFAP em astrócitos, alguns trabalhos com culturas de células foram 

realizados. A diminuição dos níveis de GFAP em cultura primária de astrócitos 

corticais submetidas a um tratamento crônico (quatro dias) com amônia foi 

relatada pela primeira vez por Norenberg et al, 1990. Sabe-se também, que o 

mRNA dessa proteína também diminui em tratamentos crônicos (três dias) com 

amônia e que essa redução é transitória, sendo revertida simplesmente pela 

retirada da amônia do meio de cultivo (Neary et al, 1994). O efeito da amônia 

sobre a expressão de GFAP em tratamentos menos prolongados ainda não foi 

relatado. 
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I.3.3.3.3. Glutamato 

 

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do SNC; 

entretanto, uma exposição prolongada a altas concentrações de glutamato é 

tóxica para neurônios e astrócitos. Dessa forma, após sua liberação e ação, o 

glutamato deve ser rapidamente removido da fenda sináptica 

(Chen e Swanson, 2003). A captação de glutamato para evitar altas 

concentrações desse composto na fenda sináptica é realizada principalmente 

por dois tipos de transportadores de glutamato astrocíticos: EAAT1/GLAST e 

EAAT2/GLT-1. Além dos transportadores astrocitários, existe um transportador 

neuronal, o EAAT3, que contribui pouco para a remoção do glutamato do meio 

extracelular, mas parece estar envolvido na regulação da concentração 

intracelular de glutamato (Chan e Butterworth, 2003). 

Sabe-se que, durante a encefalopatia hepática, ocorre um aumento da 

concentração de glutamato extracelular (Monfort et al, 2002) e que o 

tratamento crônico de culturas de astrócitos com amônia provoca uma 

diminuição do mRNA de GLAST (Zhou e Norenberg, 1999), diminuindo a 

captação de glutamato por essas células (Butterworth, 2002; Bender e 

Norenberg, 1996). A expressão de GLT-1 também está diminuída em ratos 

submetidos à falência hepática isquêmica, bem como em ratos com 

hiperamonemia, sugerindo o envolvimento da amônia na captação de 

glutamato (Butterworth, 2002). O transportador de glutamato neuronal, EAAT3, 

também tem sua atividade diminuída em células tratadas com amônia 

(Chan e Butterworth, 2003). 
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Outro fator importante no aumento de glutamato extracelular é que a 

amônia, em concentrações tóxicas, causa a liberação de glutamato pelos 

astrócitos. Essa liberação não ocorre por reversão do transporte e sim através 

de um mecanismo dependente da liberação de cálcio intracelular 

(Rose et al, 2005). 

Além desses efeitos sobre o glutamato, sabe-se também que a 

toxicidade aguda da amônia pode ser devida a uma ativação de receptores 

ionotrópicos de glutamato do tipo NMDA (Marcaida et al, 1992) e que essa 

ativação parece não ser conseqüência do aumento da concentração de 

glutamato extracelular. Entretanto, tratamentos crônicos com amônia podem 

provocar a dessensibilização desse mecanismo e diminuir a atividade NMDA 

(Monfort et al, 2002). 

 

I.3.3.3.4. Gutamina Sintetase – GS 

 

A enzima glutamina sintetase está presente no SNC em astrócitos e é a 

responsável pela detoxificação da amônia cerebral e pela regulação metabólica 

do glutamato. A reação da GS é muito rápida e a enzima, no SNC, funciona 

muito perto da sua capacidade máxima em situações fisiológicas 

(Suárez et al, 2002).  

Resultados controversos têm sido descritos na literatura em modelos 

animais de encefalopatia hepática no que refere à atividade da glutamina 

sintetase. Histologicamente se observa um aumento da GS em regiões 

glutamatérgicas e uma redução em regiões não glutamatérgicas (Suárez et al, 

2002). Entretanto, em cerebelo de ratos submetidos à anastomose porta-cava 
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ocorre uma redução da atividade dessa enzima (Suárez et al, 2005). Existem 

poucos relatos sobre a atividade da GS em cultura de astrócitos isolados, mas 

o tratamento crônico dessas células com amônia provoca um aumento da 

síntese de glutamina (Huang et al, 1994).  

 

I.3.3.3.5. Distúrbios Metabólicos e Energéticos 

 

A hiperamonemia provoca distúrbios metabólicos cerebrais, levando a 

uma falha energética. Isso ocorre porque a amônia inibe fortemente a enzima 

α-cetoglutarato desidrogenase, provocando um acúmulo de α-cetoglutarato e a 

conseqüente inibição do ciclo do ácido tricarboxílico. De fato, um aumento da 

concentração de α-cetoglutarato é observada em pacientes com encefalopatia 

hepática (Rao e Norenberg, 2001; Ott et al, 2005). Além do mais, sabe-se que 

em condições de hiperamonemia ocorre uma diminuição da concentração de 

ATP (Haghighat e McCandless, 1997; Rao e Norenberg, 2001), de glicogênio 

cerebral (Rao e Norenberg, 2001) e um aumento na produção de lactato 

(Haghighat e McCandless, 1997; Hertz et al, 2000). 

 

I.3.3.3.6. Estresses Oxidativo e Nitrosativo 

 

Os estresses oxidativo e nitrosativo estão envolvidos com a 

neurotoxicidade da amônia (Norenberg, 2003), bem como com a patogênese 

da encefalopatia hepática (Noremberg et al, 2004). Em cultura primária de 

astrócitos, a amônia aumenta a produção de radicais livres (Murthy et al, 2001) 

e a permeabilidade mitocondrial (Rao et al, 2005) e esses efeitos são revertidos 
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com a adição de antioxidantes. Além disso, sabe-se que a amônia, em ratos, 

causa uma diminuição da atividade das enzimas antioxidantes superóxido 

dismutase, catalase e glutationa peroxidase (Rao e Norenberg, 2001). Um 

aumento nos níveis de glutationa reduzida (GSH) é observado em cultura de 

astrócitos (Murthy et al, 2000). Curiosamente, ratos neonatos possuem um 

aumento da atividade das enzimas antioxidantes (García et al, 2004) e 

apresentam uma maior tolerância à hiperamonemia (García et al, 2003). 

O óxido nítrico é um radical livre envolvido com a encefalopatia hepática, 

sendo um dos responsáveis pelo dano nas enzimas da cadeia transportadora 

de elétrons na mitocôndria (Rao e Noremberg, 2001). A amônia pode 

diretamente ativar o transporte de L-arginina (Rao, 2002), que é substrato para 

a formação de NO. A disponibilidade intracelular de L-arginina depende 

exclusivamente desse transporte e é uma importante via de regulação da NOS 

(Rose e Felipo, 2005). De fato, a amônia é capaz de aumentar a produção de 

NO cerebral (Swamy, 2005). 
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OBJETIVOS 

 

9 Verificar o perfil de secreção da proteína S100B em culturas de 

astrócitos corticais na presença de concentrações fisiológicas e tóxicas 

(variando de 0,05 até 10 mM) de amônia, em um período de 24 h; 

9 Verificar possíveis alterações morfológicas nos astrócitos tratados com 

amônia; 

9 Quantificar o conteúdo intracelular da proteína GFAP em 24 h de 

exposição à amônia; 

9 Analisar a atividade da enzima glutamina sintetase em culturas de 

astrócitos exposta durante 3 e 24 h à amônia; 

9 Avaliar o possível papel protetor da creatina em culturas primárias de 

astrócitos expostas à amônia. 
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Abstract 

 

Hyperammonemia is a major element in the pathogenesis of hepatic 

encephalopathy (HE) and ammonia neurotoxicity involves an effect on the 

glutamatergic neurotransmitter system. Astrocytes are intimately related to 

glutamatergic neurotransmission and, in fact, many specific glial alterations 

have been reported due to ammonia exposure. S100B protein, particularly 

extracellular S100B, is used as a parameter of glial activation or commitment in 

several situations of brain injury. However, there is little information about this 

protein in ammonia toxicity and none about its secretion in astrocytes under 

ammonia exposure. In this study we investigated S100B secretion in rat cortical 

astrocytes acutely exposed to ammonia, as well astrocyte morphology, glial 

fibrillary acidic protein (GFAP) content and glutamine synthetase (GS) activity. 

Moreover, we studied a possible effect of creatine on these glial parameters, 

since that this compound has a putative role against ammonia toxicity in cell 

cultures.  We found an increase in S100B secretion by astrocytes exposed to 

ammonia for 24 h, accompanied by a decrease in GFAP content and GS 

activity. Since elevated and persistent extracellular S100B plays a toxic effect 

on neural cells, altered extracellular content of S100B induced by ammonia 

could contribute to the brain impairment observed in HE. Creatine addition did 

not prevent this increment in S100B secretion, but was able to prevent the 

decrease in GFAP content and GS activity induced by ammonia exposure.  

 

Key words: ammonia toxicity; astrocyte; GFAP; Glutamine synthetase; S100B 

secretion
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1.Introduction 

 
 Hyperammonemia is a major element in the pathogenesis of hepatic 

encephalopathy (HE) and as well as other brain metabolic disorders, particularly 

associated with inherited urea cycle enzyme deficiencies [12]. Increased 

ammonia is due to reduced capacity for hepatic synthesis of urea and 

glutamate. In these conditions, ammonia concentrations reach as high as 5 mM 

in the brain tissue. 

 There is growing evidence to suggest that ammonia neurotoxicity results 

from its effects on the glutamatergic neurotransmitter system, including 

elevation of extracellular glutamate content [12, 19], decrease in glutamate 

transporters [12] and hyperactivation of NMDA receptors [11, 17]. Astrocytes 

play an essential role in protecting the central neurons against excitotoxicity by 

taking up excess ammonia and glutamate and converting it into glutamine, 

using the enzyme glutamine synthetase [6]. 

 Exposure to ammonia, either in vitro or vivo results in alterations in 

astrocyte morphology and specific proteins, such as glial fibrillary acidic protein 

(GFAP), excitatory amino acid transporter 2 (GLAST), peripheral-type 

benzodiazepine receptor (PTBR) and glutamine synthetase (GS). GFAP, the 

major protein of intermediate filaments in mature astrocytes, is reduced in 

cultured astrocytes exposed to millimolar concentration of ammonia [3, 20]. A 

significant loss in the content of GLAST was also observed in cortical astrocytes 

[7]. In contrast, the multimeric complex PTBR, localized predominantly on 

astrocytic mitochondria, is increased in astrocytes and C6 glioma cells exposed 

to ammonia [12, 29]. There is also evidence suggesting that GS expression in 

brain is increased under hyperammonemia [12, 32] and its activity appears to 
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be elevated in astrocytes located in proximity to blood vessels in glutamatergic 

areas [30]. 

 S100B is a calcium binding protein predominantly expressed and 

secreted by astrocytes in vertebrate brain [18]. The extracellular effect of the 

S100B observed in cell cultures depends on its concentration, being 

neurotrophic at nanomolar levels and apoptotic at micromolar levels [10, 34]. 

There is much evidence to suggest that, at nanomolar concentrations, S100B 

stimulates glial proliferation, neuronal survival and protects neurons against 

glutamate excitoxicity [1]. S100B expression, particularly extracellular S100B, is 

used as a parameter of glial activation or death in several situations of brain 

injury [27]. In fact, an elevation of serum S100B was observed in HE [36]. 

However, there is little information about this protein and none about its 

secretion in astrocytes under ammonia exposure [3].   

 In this study, we investigated S100B secretion in rat cortical astrocytes 

acutely exposed to ammonia, as well astrocyte morphology, GFAP content and 

GS activity. Moreover, we studied a possible effect of creatine on these glial 

parameters, since this compound has a putative role against ammonia toxicity 

in cell cultures [2].  

 

2.Material and methods 

 

2.1Materials. Antibody anti-S100B (SH-B1), DMEM, ammonium chloride, beta-

hydroxy-butyrate, creatine and other material for cell cultures were purchased 

from Sigma. Polyclonal anti-S100 and anti-GFAP antibodies were purchased 

from DAKO. Fetal calf serum was purchased from Cultilab (São Paulo, Brazil).  
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2.2 Cell culture. Primary astrocyte cultures from Wistar rats were prepared as 

previously described [14].  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 8.39 mM HEPES, 23.8 mM 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 37oC and allowed to grow 

to confluence and used at 15 days in vitro. The medium was replaced by DMEM 

without serum plus ammonia (at indicated concentrations in the Figures).  

2.3 S100B measurement. The S100B concentration was determined in the 

culture medium at 1, 6 and 24 h. Cells were washed and scraped at 24 hours 

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

described previously [33] with modifications. 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 incubated for 30 min and then peroxidase-conjugated anti-rabbit 

was added for more 30 min. The color reaction with o-phenylenediamine was 

measured at 492 nm.  

2.4 GFAP measurement. ELISA for GFAP was carried out by coating the 

microtiter plate with 100 µL samples containing 20 ng of protein for 24 h at 4oC. 
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Incubation with a polyclonal anti-GFAP from rabbit for 1 h was followed by 

incubation with a secondary antibody conjugated with peroxidase for 1h, at 

room temperature. A colorimetric reaction with o-phenylenediamine was 

measured at 492 nm. The standard human GFAP (from Calbiochem) curve 

ranged from 0.1 to 5 ng/mL. 

2.5 Glutamine synthetase activity. The enzymatic assay was performed 

according to [23] with minor modifications. Homogenate (0.1 mL) was added to 

0.1 mL of reaction mixture containing (in mM): 10 MgCl2 ; 50  L-glutamate; 100 

imidazole-HCl buffer (pH 7.4); 10 2-mercaptoethanol; 50 hydroxylamine-HCl; 10 

ATP and incubated for 15 min at 37oC. The reaction was stopped by the 

addition of 0.4 mL of a solution containing (in mM): 370 ferric chloride; 670 HCl; 

200 trichloroacetic acid. After centrifugation, the supernatant was measured at 

530 nm and compared to the absorbance generated by standard quantities of γ-

glutamylhydroxamate (from Sigma) treated with ferric chloride reagent.  

2.6 Immunocytochemistry and cell morphology. After 24 h of ammonia 

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. 

Fixed cells were then blocked for 60 min with PBS containing 0.5% bovine 

serum albumin and incubated overnight with monoclonal anti-S100B (Sigma, 

1:200), polyclonal anti-GFAP (DAKO, 1:200) or polyclonal anti-actin (Sigma, 

1:200) followed by peroxidase-conjugated IgG (Amersham, 1:200) for 2 h. 

Finally, the cells were treated with 0.05% diaminobenzidine (Sigma) containing 

0.01% hydrogen peroxide for 10 min [24]. Cells were viewed with a Nikon 

inverted microscope and images transferred to computer with a digital camera 
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(Sound Vision Inc. Wayland, MA). All images are representative fields from at 

least 3 experiments carried out in triplicate. 

2.7 Statistical analysis. Parametric data are reported as mean + standard error 

and were analyzed by Student's t test (when two groups were considered), two-

way ANOVA (followed by Tukey’s test) or by repeated measures ANOVA. 

Significance was considered when p < 0.05.  

 

3. Results 

 

 S100B secretion is shown in the Fig 1. A non-significant increase in 

extracellular S100B was observed at 1 h of ammonia exposure, independent of 

concentration (0.1- 10 mM) (Fig 1A). This apparent increase disappears by 6 h, 

except for the 10 mM ammonia concentration, which induced a significant 

increment of 19% in S100B secretion (Fig 1B). At 24 h of ammonia exposure, a 

significant increase in extracellular S100B was observed from concentrations of 

5 mM ammonia and higher, in a concentration-dependent manner (Fig 1C). 

 Phase-contrast images show that the typical polygonal astrocytes 

change to process-bearing cells (stellation) in cultures exposed to 10 mM 

ammonia for 24 h (Fig 2). A pronounced, but transitory, swelling is observed in 

the first six hours (data not shown). Immunocytochemistry for S100B and GFAP 

is shown in panels C-D and E-F, respectively. An altered S100B distribution 

was observed in astrocytes immunostained with anti-S100B, accompanying cell 

stellation at 24 h of 10 mM ammonia exposure. However, no changes in the 

intracellular S100B content were observed by ELISA (data not shown). 

Immunocytochemistry for GFAP also show pronounced morphologic alterations 
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at 24 h of ammonia exposure. Moreover, a significant decrease in GFAP 

content (about 21%), as measured by ELISA, was observed at 24 h with 10 mM 

ammonia (Fig 3). No changes in the GFAP content at 24 h were observed with 

low concentrations of ammonia (≤ 1 mM). 

 In contrast, GS activity was reduced by exposure to ammonia from 0.1 to 

10 mM. This decrease was already observed at 3 h (Fig 4A) and it was 

maintained until 24 h. Since astrocytes from glutamatergic brain regions could 

have different GS activities in the presence of ammonia, we pre-incubated 

some astrocytes with glutamate for 24 h (0.1 or 1 mM) and then carried out 

ammonia exposure. A similar reduction in GS activity was observed under these 

conditions (Fig 4B). The pre-incubation with glutamate per se did not change 

GS activity. 

 Altered S100B secretion, by 10 mM ammonia at 24 h, was not prevented 

by the addition of 5 mM creatine or 5 mM beta-hydroxy-butyrate (Fig 5). The 

effect of creatine on GFAP content and GS activity of astrocytes exposed to 10 

mM ammonia for 24 h is shown in Fig 6. Creatine reverted the effect of 

ammonia on GFAP content (Fig 6A) and GS activity (Fig 6B). 

 

4. Discussion 

 

 S100B protein has intra and extracellular activities. Intracellularly, S100B 

binds to many protein targets, possibly modulating cytoskeleton plasticity, cell 

proliferation and astrocyte energy metabolism [10, 34]. Extracellular S100B 

activity depends on its concentration. In vitro studies, at nanomolar 

concentrations of S100B, suggest its trophic effects on glial cells and neurons. 



 31 

In contrast, micromolar concentrations of S100B exert toxic effects on neurons. 

Therefore, alterations in the extracellular content of S100B should affect neural 

activity and survival. 

 Although some regulating molecules of S100B secretion have been 

identified, including interleukin-1beta [28], beta amyloid peptide [22], forskolin, 

lysophosphatidic acid [24], serotonin [35], adenosine [8] and glutamate [13], the 

mechanisms of regulation still remain unclear [9]. Here we are show, for the first 

time, that extracellular levels of ammonia affect basal S100B secretion in 

cultured cortical astrocytes. Measurement of extracellular S100B was referred 

to as “secretion”, since no parallel increase of LDH in the medium was observed 

(data not shown). Interestingly, a study demonstrated elevated serum S100B in 

the presence of subclinical or early portal-systemic encephalopathy, but not 

arterial ammonia [36]. It is important to mention that normal ammonemia does 

not necessarily indicate an absence of brain commitment in HE [25]. Moreover, 

experimental encephalopathy suggests that brain ammonia is about 5-10 times 

higher than corresponding blood ammonia [31]. Possibly, this increment in 

serum S100B is due to astrocyte activation that we observed in culture, but 

other sources of serum S100B cannot be rule out [21]. However, our data 

reinforce the possible usefulness of peripheral S100B as a marker for HE [36] 

as in other conditions of brain injury [27]. 

 Acute insult from ammonia in many cell types, including astrocytes, 

results in an increase in cell calcium [26]. An increment in cAMP was also 

observed in glioma C6 cells exposed to ammonia [37]. Both calcium 

mobilization and cAMP accumulation have been proposed as mediators in 

S100B release [9, 13] and, therefore, one of these mechanisms or both could 
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be involved in the S100B release induced by ammonia. However, this matter 

requires further investigation. 

 We found a reduced content of GFAP after 24 h ammonia exposure, 

confirming data from other laboratories [3, 20]. This finding was not 

accompanied by a parallel decrease in cellular S100B, as also observed in 

experimental HE [3]. A decrease in the intermediate filaments could favor 

astrocyte swelling [12] and may be involved in the morphologic alterations that 

we observed at 24 h. 

 Increased GS expression is another common biochemical alteration 

observed in HE, likely induced by hyperammonemia. In vivo GS increment 

appears to occur predominantly in astrocytes located in glutamatergic regions 

[30]. Prolonged exposure to ammonia (at least 3 days) leads to an increase in 

glutamine synthesis in cultured astrocytes [15]. However, during a short-term 

exposure to ammonia we observed an early (3 h) and persistent (24 h) 

decrease in GS activity. Even pre-incubating these astrocytes with glutamate (to 

mimetize a glutamatergic environment), ammonia induced a decrease in GS 

activity. This GS decrease, observed with short-term exposure to ammonia, 

seems to be in agreement with the reduced glutamate uptake commonly 

observed in astrocytes exposed to ammonia [4, 7]. Moreover, it has been 

proposed that brain GS works near to its maximal capacity under physiological 

conditions and that ammonia may be able (via NMDA/nitric oxide activation) to 

cause an additional limitation in GS activity [12]. However, we do not know if 

this happens in isolated astrocytes.  

 Creatine has been suggested to protect against ammonia toxicity in cell 

culture [2]. When rat embryonic brain cells were co-treated with creatine (5 mM) 



 33 

during ammonia exposure, the ammonia-induced axon grown impairment was 

prevented, apparently in a glial cell-dependent manner [5]. Since S100B is able 

to interfere in neurite growth [10, 34], we decided to investigate the effect of 

creatine on S100B secretion. Creatine was not able to change the basal S100B 

secretion or to invert the ammonia-induced S100B increment in 24 h. Similarly, 

beta-hydroxy-butyrate, which decreases basal S100B secretion per se [16], was 

also unable to prevent the increment induced by ammonia. Interestingly, 

creatine prevented the GFAP and GS decrease observed in 24h. These 

observations reinforce the hypothesis of the neuroprotective role of creatine 

against ammonia toxicity, somehow affecting astrocyte activity. 

 In summary, our data indicate an increase in S100B secretion by 

astrocytes exposed to ammonia for 24 h, in parallel to a decrease in GFAP 

content and GS activity. Since elevated and persistent extracellular S100B 

plays a toxic effect on neural cells, an altered extracellular content of S100B, 

induced by ammonia, could contribute to the brain impairment observed in HE. 

Creatine addition did not prevent this increment in S100B secretion, but was 

able to prevent the decrease in GFAP content and GS activity induced by 

ammonia exposure.  
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Figure legends 

 
Figure 1. Effect of ammonia on S100B secretion in cultured cortical astrocytes. 

Cortical astrocytes from neonate Wistar rats were cultured in DMEM/ calf fetal 

serum. After confluence, the medium was replaced by the DMEM without serum 

and cell secretion was measured at 1, 6 and 24 h, in the presence of ammonia 

(from 0.1 to 10 mM). S100B was measured by ELISA. Basal secretion, 

assumed as 100% in each experiment, is indicated by the dashed line. Each 

value is a mean (± standard error) of 6 independent experiments performed in 

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

different from basal and 5 mM ammonia (p< 0.01). 

 

Figure 2.  Morphology and immunocytochemistry for S100B and GFAP in 

cortical astrocytes exposed to ammonia. Cortical astrocytes were exposed to 10 

mM ammonia for 24 h. Phase-contrast images from control and ammonia-

exposed cells are shown in panels A and B, respectively. Immunocytochemistry 

for S100B from control and ammonia-exposed cells are shown in panels C and 

D, respectively. Immunocytochemistry for GFAP from control and ammonia-

exposed cells are shown in panels E and F, respectively. Scale bar = 50 µm. 

 

Figure 3. GFAP content in cortical astrocytes exposed to ammonia. Cortical 

astrocytes from neonate Wistar rats were cultured in DMEM/ calf fetal serum. 

After confluence, the medium was replaced by the DMEM without serum. GFAP 

content was measured 24 h later in the presence of ammonia (from 0.1 to 10 

mM). GFAP was measured by ELISA. Basal content was assumed as 100% in 

each experiment is indicated by the dashed line. Each value is the mean (± 
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standard error) of 6 independent experiments performed in triplicate.* 

Significantly different from basal GFAP content (p< 0.05).   

 

Figure 4. GS activity in cortical astrocytes acutely exposed to ammonia. 

Cortical astrocytes from neonate Wistar rats were cultured in DMEM/ calf fetal 

serum. After confluence, the medium was replaced by the DMEM plus ammonia 

at indicated concentrations. In A, GS activity measured 3 h after ammonia 

exposure. In B, cells after confluence were pre-incubated with glutamate (0.1 or 

1 mM) for 24 h and then incubated with 10 mM ammonia for 24 h. Basal GS 

activity was assumed as 100% in each experiment and is indicated by a dashed 

line. Each value is the mean (± standard error) of 6 independent experiments 

performed in triplicate.  * Significantly different from basal GS activity (p< 0.05). 

   

Figure 5. The effect of creatine and beta-hydroxy-butyrate on basal and 

ammonia-induced S100B secretion After confluence, the medium was replaced 

by the DMEM in the presence or absence of 10 mM ammonia for 24 h. Beta-

hydroxy-butyrate (BHB, at 5 mM) or creatine (at 5 mM) were added to measure 

basal and ammonia-induced S100B secretion in 24 h. S100B was measured by 

ELISA. Basal secretion, assumed as 100% in each experiment, is indicated by 

dashed line. Each value is a mean (± standard error) from 5 independent 

experiments performed in triplicate.  * Significantly different from basal secretion 

(p< 0.05). 

   

Figure 6. The effect of creatine on basal and ammonia-induced decreases in 

GFAP content and GS activity. After confluence, the medium was replaced by 
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the DMEM in the presence or absence of 10 mM ammonia for 24 h. In A, GFAP 

content when creatine (at 5 mM) was added for 24 h. In B, GS activity when 

creatine was added for 24 h. Basal GFAP content and GS activity are indicated 

by dashed lines. Each value is a mean (± standard error) of 4 independent 

experiments performed in triplicate.  * Significantly different from GFAP content 

in A or GS activity in B (p< 0.05).   
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Figure 6 
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III. DISCUSSÃO 

 

III.1. Sumário dos Resultados 

 

9 Um aumento não significativo do conteúdo extracelular de S100B foi 

observado em astrócitos primários expostos à amônia durante 1 h, 

independente da concentração testada (0,1-10 mM); 

9 Em 6 h de exposição à amônia, esse aumento de secreção 

desapareceu, exceto na concentração de 10 mM. Em 24 h de 

tratamento, observou-se um aumento significativo da secreção de 

S100B a partir da concentração de 5 mM; 

9 Em 24 h de exposição à amônia 10 mM, os astrócitos, normalmente de 

morfologia poligonal, adquirem uma morfologia estelada e um 

pronunciado inchamento celular é observado em 1 h de tratamento; 

9 A imunocitoquímica para GFAP e S100B mostrou uma pronunciada 

alteração morfológica em 24 h de exposição à amônia. Essa alteração 

foi acompanhada de um decréscimo do conteúdo intracelular de GFAP, 

dosada por ELISA, observado apenas em células expostas a altas 

concentrações de amônia. Entretanto, o conteúdo intracelular de S100B 

não foi alterado; 

9 A exposição a concentrações entre 0,1 e 10 mM de amônia diminuiu a 

atividade da GS a partir de 3 h de tratamento. Na concentração de 10 

mM, essa diminuição de atividade persistiu por 24 h. A pré-incubação 

com glutamato não foi capaz de impedir essa diminuição da atividade da 

GS; 
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9 A adição de creatina ou beta-hidroxi-butirato não foi capaz de impedir o 

aumento de secreção de S100B observado em 24 h de exposição à 

amônia; 

9 A adição de creatina foi capaz de impedir a diminuição da atividade da 

GS e do conteúdo de GFAP induzidos por amônia; 

  

III.2. Amônia e Atividade Glial 

 

A proteína S100B tem atividades intra e extracelulares. 

Intracelularmente, a S100B se liga a diversas proteínas alvo, possivelmente 

modulando a plasticidade do citoesqueleto, a proliferação celular e o 

metabolismo energético dos astrócitos (Donato, 2003; Van Eldik e Wainwright, 

2003). A atividade extracelular da proteína S100B depende da sua 

concentração, podendo ser trófica (em concentrações nanomolar) ou tóxica 

(em concentrações micromolar). Portanto, alterações no conteúdo extracelular 

de S100B podem afetar a atividade e sobrevivência neuronal. 

Apesar de alguns moduladores da secreção de S100B já terem sido 

identificados, incluindo IL-1β (Sheg et al, 1996), forscolina, ácido lisofosfatídico 

(Pinto et al, 2000), serotonina (Whitaker-Azmitia et al, 1990), adenosina 

(Ciccarelli et al, 1999) e glutamato (Gonçalves et al, 2002), o mecanismo de 

regulação de secreção ainda não é claro (Davey et al, 2001). Nesse trabalho, 

nós mostramos, pela primeira vez, que as concentrações extracelulares de 

amônia alteram a secreção basal de S100B em cultura de astrócitos corticais 

de ratos. As medidas de S100B extracelular se referem à “secreção”, visto que 

não foi observado nenhum aumento de LDH no meio extracelular (dado não 
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mostrado). Interessantemente, um estudo mostra elevadas concentrações 

séricas de S100B na presença de encefalopatia subclínica, mas não nas 

concentrações de amônia arterial (Wiltfang, 1999). É importante mencionar que 

a amonemia normal não indica necessariamente a ausência de 

comprometimento cerebral na encefalopatia hepática (Reif, 2004). Além do 

mais, modelos de encefalopatia experimental sugerem que a concentração de 

amônia cerebral é cerca de 5-10 vezes maior que a concentração de amônia 

no sangue (Swain et al, 1992). Possivelmente, esse aumento da S100B sérica 

é devido à ativação de astrócitos que é observada em cultura, mas outras 

fontes para a S100B sérica não podem ser excluídas (Netto et al, in press). 

Entretanto, nossos dados reforçam o possível uso das concentrações de 

S100B sérica como marcadoras de encefalopatia hepática (Wiltfang et al, 

1999), assim como em outras situações de dano cerebral (Rothermundt et al, 

2003). 

O tratamento agudo com amônia em muitos tipos celulares, incluindo 

astrócitos, resulta em um aumento de cálcio intracelular (Rose et al, 2005). Um 

aumento de AMPc também foi observado em células de glioma C6 expostas à 

amônia (Zielinska et al, 2005). Tanto a mobilização de cálcio (Davey et al, 

2001) quanto o aumento de AMPc (Gonçalves et al, 2002) têm sido propostos 

como mediadores da secreção de S100B e, portanto, um desses mecanismos, 

ou os dois, pode estar envolvido na secreção de S100B induzida por amônia. 

Contudo, esse assunto requer maiores investigações. 

Encontramos um conteúdo reduzido de GFAP após 24 h de exposição à 

amônia, confirmando resultados de outros laboratórios (Bélanger et al, 2002; 

Neary et al, 1994). Esse resultado não foi acompanhado de uma redução no 
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conteúdo intracelular de S100B, como já havia sido observado em modelos 

animais de encefalopatia hepática (Bélanger et al, 2002). Uma diminuição dos 

filamentos intermediários pode favorecer o inchamento dos astrócitos (Felipo e 

Butterworth, 2002; Bélanger et al, 2002), observado a partir de 1 h de 

exposição à amônia (dado não mostrado), assim como pode estar envolvido 

com a alteração morfológica observada em 24 h. 

O aumento da expressão da GS é outra alteração bioquímica observada 

na encefalopatia hepática induzida por hiperamonemia. In vivo o aumento da 

GS parece ocorrer predominantemente em astrócitos localizados próximos a 

regiões glutamatégicas (Suárez et al, 2002). A exposição prolongada à amônia 

(durante três dias) levou a um aumento da síntese de glutamina em cultura de 

astrócitos (Huang et al, 1994). Entretanto, durante uma curta exposição de 3 h 

à amônia, nós observamos uma redução na atividade da GS, que persistiu até 

24 h de tratamento. Mesmo pré-incubando esses astrócitos com glutamato, a 

amônia induziu uma redução da atividade da GS. Essa redução observada na 

GS em uma exposição aguda à amônia está de acordo com a redução na 

captação de glutamato comumente observada em astrócitos tratados com 

amônia (Bender e Norenberg, 1996; Chan et al, 2000). 

Estudos recentes têm proposto que a GS funcione perto da sua 

capacidade máxima em condições fisiológicas (Felipo e Butterworth, 2002; 

Rose e Felipo, 2005). O tratamento de células com amônia e modelos animais 

de encefalopatia hepática têm mostrado que ela é capaz de aumentar o 

estresse oxidativo e nitrosativo (Rao, 2002; Norenberg et al, 2004; Murty et al, 

2001). Sabe-se que a amônia é capaz de ativar a captação de L-arginina 

(substrato limitante para a formação de NO) por sinaptossomas e que essa 
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captação aumentada é suficiente para regular a formação de NO pela NOS 

(Fig. 4) (Rao, 2002). Além disso, em agregados celulares expostos a 

concentrações tóxicas de amônia, ocorre a indução de duas enzimas 

envolvidas na produção de arginina (argininosuccinato sintetase e 

argininosuccinato liase) em astrócitos, mas não em neurônios (Braissant et al, 

1999). Outro mecanismo que resulta em aumento da concentração de NO é a 

ativação NMDA e conseqüente influxo de cálcio, observado tanto em modelos 

animais injetados com acetato de amônia quanto em neurônios expostos à 

amônia. Essa ativação NMDA parece não ser conseqüência do aumento de 

glutamato extracelular (Marcaida et al, 1992; Felipo et al, 1998). 

 

  

 

Figura 4: Hipótese pela qual a amônia estimula a captação d
ativando a NOS. O aumento de NO favoreceria a 

GS, diminuindo sua atividade. Adaptado de Rose
(2005). 
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observado nesse trabalho. No entanto, não se sabe se toda essa via de 

regulação pode acontecer em astrócitos isolados. 

Alguns estudos têm proposto que o inchamento observado em astrócitos 

em cultura tratados com amônia e o edema cerebral observado na 

encefalopatia hepática seriam resultado do efeito osmótico de um acúmulo de 

glutamina resultante do aumento da atividade da GS (Willard-Mack et al, 1996; 

Tanigami et al, 2005). Entretanto, outros mecanismos têm sido propostos para 

o inchamento dos astrócitos e o conseqüente edema cerebral observado na 

encefalopatia hepática, como o aumento do estresse oxidativo e a formação de 

NO, que altera a circulação cerebral e a permeabilidade da barreira 

hematoencefálica (Rao, 2002). De fato, o tratamento de cultura de astrócitos 

com diversos antioxidantes suprimiu o inchamento dessas células induzido por 

amônia (Norenberg et al, 2004). Outro fator associado com o edema cerebral é 

a diminuição de GFAP, como discutido anteriormente. 

A creatina é um composto sintetizado principalmente pelo fígado e rim a 

partir da arginina e pode ser captada pelas células através de transportadores 

(CRT). A barreira hematoencefálica é pouco permeável à creatina e, portanto, o 

cérebro sintetiza a maior parte da creatina de que precisa. Neurônios e glia 

sintetizam creatina; no entanto, apenas neurônios e oligodendrócitos possuem 

seu transportador CRT1, que normalmente não é expresso em astrócitos 

(Braissant et al, 2001). Entretanto, quando agregados celulares são expostos à 

amônia, ocorre uma moderada indução de CRT1 nos astrócitos e sua 

expressão em oligodendrócitos é diminuída (Bachmann et al, 2004). Muitos 

trabalhos relatam o efeito neuroprotetor da creatina contra a excitoxidade do 

glutamato in vivo (Massieu et al, 2001) e em cultura de neurônios, onde ela 
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também se mostrou protetora contra a toxicidade induzida pelo peptídeo beta-

amilóide (Brewer e Wallimann, 2000). A ação neuroprotetora da creatina 

também foi evidenciada em modelos de isquemia em ratos (Adcock et al, 2002; 

Zhu et al, 2004). O mecanismo da ação protetora da creatina ainda não é claro, 

mas em culturas mistas de neurônio e glia tratadas com glutamato, esse 

mecanismo parece envolver a via de sinalição Ras/ NF-kB (Juravleva et al, 

2005). 

A creatina tem sido sugerida como protetora contra a toxicidade da 

amônia em culturas celulares (Bachmann et al, 2004). Quando células 

embriônicas são co-tratadas com creatina (5 mM) durante uma exposição à 

amônia, o impedimento do crescimento axonal induzido por amônia é revertido, 

aparentemente por um mecanismo dependente da glia (Braissant et al, 2002). 

Sabendo que a S100B é capaz de interferir no crescimento de neuritos 

(Donato, 2003; Van Eldik e Wainwright, 2003), nós decidimos investigar o efeito 

da creatina na secreção de S100B. A creatina não foi capaz de alterar a 

secreção basal de S100B ou de reverter o aumento de secreção de S100B 

induzido por amônia em 24 h de tratamento. De forma similar, beta-hidroxi-

butirato, que sozinho é capaz de diminuir a secreção basal de S100B (Leite et 

al, 2004), foi incapaz de impedir o aumento de secreção de S100B induzida por 

amônia. Interessantemente, a creatina impediu o decréscimo do conteúdo 

intracelular de GFAP e da atividade da GS observados em 24 h. Essas 

observações reforçam a hipótese do papel neuroprotetor da creatina contra a 

toxicidade da amônia, de alguma forma alterando diretamente a atividade 

astrocítica. 
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III.3. Limitações e Perspectivas 

 

A encefalopatia hepática é uma manifestação clínica que pode ser 

ocasionada por uma diversidade de fatores (cirrose, medicamentos, doenças 

autoimunes). Sendo assim, se torna bastante difícil o entendimento de seus 

mecanismos de toxicidade. Nesse trabalho realizado com cultura de astrócitos 

expostas à amônia, podemos observar que algumas características da 

encefalopatia hepática foram reproduzidas in vitro, como a redução do 

conteúdo de GFAP. Entretanto, o uso de culturas de células isoladas talvez não 

seja o melhor modelo para mimetizar uma situação in vivo, visto que células em 

cultura se desenvolvem em um meio artificial e sem o contato com outros tipos 

celulares. Portanto, devemos tomar cuidado ao relacionar diretamente os 

resultados obtidos a partir da exposição de astrócitos à amônia com o quadro 

da encefalopatia hepática. 

Por outro lado, modelos in vivo representam melhor a doença como um 

todo e os efeitos de uma substância e seus produtos de metabolismo nos 

diferentes tipos celulares. Entretanto, um efeito observado em um modelo de 

anastomose porta-cava não pode ser atribuído diretamente à toxicidade da 

amônia e nem a um tipo celular específico. Portanto, para avaliar o perfil de 

secreção de S100B em situações com alta concentração de amônia, como no 

caso da encefalopatia hepática, se torna necessário o uso de culturas 

celulares. Só assim se pode ter certeza de que o aumento de secreção de 

S100B é devido a uma ativação dos astrócitos diretamente pela amônia e não 

a um efeito indireto, mediado por outros tipos celulares. Dessa forma, uma das 

perspectivas desse trabalho é a avaliação dos parâmetros de ativação glial em 
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um modelo animal de encefalopatia hepática, o que possibilitaria uma 

comparação mais direta entre resultados obtidos in vitro e uma situação in vivo. 

É importante ressaltar que a S100B não é expressa apenas por 

astrócitos no SNC; oligodendrócitos também expressam S100B (Jenning et al, 

2002; Romero-Aleman et al, 2003; Hachem et al, 2005). Nesse tipo celular, a 

S100B parece estar envolvida com o processo de diferenciação celular 

(Deloume et al, 2004) e com a mielinização (Rickmann e Wolff, 1995; Richter-

Landsberg e Heinrich, 1995). Contudo, esse é um tema bastante recente e 

ainda não há relatos de que oligodendrócitos possam secretar S100B para o 

meio extracelular. 

O envolvimento do cálcio intracelular e do AMPc no mecanismo de 

secreção de S100B ainda não é claro e sabe-se que o tratamento de cultura de 

astrócitos com amônia provoca uma mobilização de cálcio intracelular (Rose et 

al, 2005) e, em células de glioma C6, um aumento de AMPc (Zielinska et al, 

2005). Nesse trabalho, mostramos que a amônia também é capaz de aumentar 

drasticamente a secreção de S100B em astrócitos, se tornando uma 

ferramenta interessante para a investigação do mecanismo de secreção dessa 

proteína. 

O envolvimento dos estresses oxidativo e nitrosativo na encefalopatia 

hepática já está bem caracterizado. Atualmente, o aumento de NO observado 

na encefalopatia hepática tem sido relacionado com uma redução da atividade 

da GS, devido a nitração dessa enzima. Entretanto, a fonte desse NO (astrócito 

ou neurônio) ainda é incerta (Rose e Felipo, 2005). Nesse trabalho, nós 

observamos a redução da atividade da GS em culturas de astrócitos isolados 

tratados com amônia. Outra perspectiva é investigar se essa diminuição da 
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atividade da GS pode estar sendo causada por um aumento de NO produzido 

pelos próprios astrócitos. 
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IV. CONCLUSÕES 

 

Nossos dados indicam um aumento da secreção de S100B induzida por 

amônia em 24 h, em paralelo com uma diminuição do conteúdo intracelular de 

GFAP e da atividade da GS. Sabendo-se que elevados e persistentes 

aumentos de S100B extracelulares possuem um efeito tóxico em células 

neuronais, um alterado conteúdo extracelular dessa proteína, induzido por 

amônia, pode contribuir para o dano cerebral observado na encefalopatia 

hepática. A creatina não impediu esse aumento na secreção de S100B, mas foi 

capaz de impedir a diminuição do conteúdo intracelular de GFAP e da atividade 

da GS induzidos por amônia. 
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