UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
CURSO DE POS GRADUACAO EM BIOQUIMICA

IMUNOQUANTIFICACAO DA PROTEINA S1008 EM LIQUOR,
SORO, E TECIDO CEREBRAL POR UM ENSAIO DE
QUIMIOLUMINESCENCIA

Luis Valmor Cruz Portela

Orientador : Dr. Diogo Onofre de Souza
Co-orientador : Dr. Carlos Alberto Gongalves

Dissertacido apresentada ao Curso de Pés-Graduacgao em Ciéncias Bioldgicas :
Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande doSul , para obtencio do grau
de Mestre em Bioquimica .

PORTO ALEGRE
1999



AGRADECIMENTOS

Acredito que ndo haja palavra capaz de expressar a gratiddo que sinto pelos
orientadores deste trabalho: Diogo Souza e Carlos Alberto Gongalves (CA), mesmo assim
vou tentar: “Toneladas de obrigado™.

Ao Adriano Bretanha Lopes Tort pela amizade, convivéncia cientifica e colaboracdo
na execugao deste trabalho.

Ao Dr Eurico Camargo Neto, do Laboratério Nobel-RIE, pela inestimavel
contribuicao técnica e cientifica no desenvolvimento deste trabalho. Aos funcionarios do
Laboratério Nobel-RIE.

Ao meu amigo de fé, meu irmao camarada Diogo Lara obrigado pela colaboragio e
sugestoes.

Um ultra obrigado ao Sarkis e a Deusa.

Ao Secretario e ao Diretor de Saude da Prefeitura Municipal de Novo Hamburgo Sr.
Mario César e Luis Carlos Petri.

Ao Sr. Prefeito Municipal de Novo Hamburgo.

Um super obrigado aos farmacéuticos bioquimicos Arno Neuhof, Vera Silveira,
Cléaudia Seibel e Matilde Falkenback e aos demais colegas e funciondrios do laboratorio
Municipal de Novo Hamburgo.

A minha mae Adir Cruz Portela e aos irmaos Osoério, Nei, Barbel e alemdo e ao meu
pai Setembrino Portela.

Um agradecimento muito especial ao Sr. Adelino Cruz, Bernadete, Rafael e
Luciano, também a tia Zu, Ana e Maria Luiza.

A Lucia do Canto Vinadé¢ pela sua amizade.

Aos colegas do laboratorio 26 Carla Tasca, Carina Boeck, Lucia Martini, André
Schmidt e Marcos Frizzo.

A todos os professores e funcionarios do Departamento de Bioquimica pela sua
dedicagao ao ensino e pesquisa.

As entidades financiadoras, PRONEX e PIBIC-CNPq.



Dedico este trabalho para a Juliana e Elsa



SUMARIO

RESUMO...couucuueenmsreessssessssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssssasess v
ABSTRACT \Y
LISTA DE FIGURAS E TABELAS......ccoviiiininnnininssisssnsisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssass Vi
LISTA DE

ABREVIATURAS. ..ouccuvmeenmmnecnmssessmsssessssssesssssssssssssssssssssssssssossasssssassssssses viil

1. INErOAUGCAO...uueeiicrireeriecsssnnsicssssnnsicssssnssecssssassessssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssasssssase 1
1.1. Histérico da Familia S100 1
1.2. Propriedades EStrUtUraiS.cuceeecesssessssssseesssssssnssssnssssesssssanssssssssssssssssssesssssssssssssssasese 4
1.3. Propriedades FUNCIONAIS...ieuresssissssesssssssssssassssssssasssssssssssssssssassssssssassssssssasssassssasssss 7
1.3.1. Propriedades Funcionais Intracelulares 8
1.3.1.1.CiCl0 CelUlaT.cicssureessaresssaressnscssansessanssssasasssasessasesssasssssasessasssssnsssssnsssssasssssnsassnns 8
1.3.1.2. CitOCSQUEIETO cuueerureseresnsssanssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessassssssssns 9
1.3.1.3. ENZIMAS.uutirsrissrnssancsnnssancssuncsaecssnnsssesssansssesssssssssssssssssesssssssssssssssssassssssssassssssss 10
1.3.2. Propriedades Funcionais EXtracelulares.ccceccesseecssercssseresseresssesesssesssssssssnssssanns 11
1.4. AplicagOes ClINICAS.ueseesseeseessecsaecsasssncssrcsassseesaecsasssesssessasssassasssasssassssssaessassssssassaes 12
1.5. Metodologias para Quantificag@o da STO0P..c.eceeesecseecseesaecsnecessaecsaessessaecsnessecsaeee 16
1.5.1. Ensaio IMunoluminOmeEtriCO..seeesiesssesssrsssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 17
1.6. Objetivos 19
2. Material € MELOUO0S.....cuueerueriruenseensuenssuecsunnssnecssensssesssecsssesssnssssesssacsssessssssssasssassnne 19
2.1, ANIMAIS.cerreressrreossaneossasssssanessssssssssssssssssssasssssasssssasssssasssssasesssssessssssssssssssssssssssssssassss 19
2.2. MAtET1liuueeeesuecssecsuesuncsaecsessancssnesnessesssncassanssssssssssessssssassssesssssssssesssssssssssssssssssssessae 19

2.3. Métodos

20



2.3.1. ObtenCAO daS AMOSIIAS.ccerssreersascsssnsessassessasssssasasssasessassessasssssasssssasesssassssasssssasssses 20
2.3.1.1. Liquido Céfalo Raquidiano (LCR) 20
2.3.1.2. SOTO SANZUINEO.ueersseessrecssesssresssesssrssssesssasssansssassssasssssssassssassssssssssssssssssssssasssssssanss 20
2.3.1.3. TeCidO Cerebralu..cccisccssecseesecsaecsesssecssrssasssessaessesssncsssssassssssssssasssssssssssssssssssssassans 21
2.3.2. Iminoquantificagdo da Proteina S1003 21
2.3.2.1. Principio da r€AGA0..cieesresssressrsssersssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssassssssssas 21
2.3.2.2. Efeito do Célcio, EGTA e Citrato na imunorreatividade dos anticorpos.......... 23
2.3.3. Dosagem de Proteinas TotaiS..ceseeessseessssrcssssssssssssssasessasesssssssssssssssssssssssssssssssases 24
2.3.4. Andlise doS ReSUltados..ecceecsseesseicsrissencssnsssensssncsssnsssncssnssssessssssssssssssssssssssssenns 24
3. ReSUIEAAOS.cccuueriiuerininniiisnricninticssnnicssnnicsssnessssnesssnesssssessssnssssssssssssssssssssssssssssasssssnsses 24
3.1. Padronizag¢ao da Técnica de Quimioluminescéncia 24
3. 1.1, Curva Padrdo...ccecceccseccnecsssscssessssisssensssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessass 24
3.1.2. Efeito do Calcio, Citrato ¢ EGTA no Imunoensaio 28
3.2. Imunoquantificacdo da Proteina S100B em LCRu..uuiiiveiesiessercsnncssnicsancssnnssssesnseasese 29
3.3. Imunoquantifica¢do da Proteina S100B em Soro Sanguineo.......ceeeessressecssescsssesansens 31
3.4. Imunoquantificacdo da Proteina S100P em Tecido Cerebral......couceeeseecseccecseecanenes 33
4. DISCUSSAO.ccuuuerirsrrcssnicsssnessssnesssnesssssessssssssssssssssesssssesssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnss 36
4.1. O Método Imunoluminométrico da Sangtec Medical...cunueiessrrcsssresssarsssaressrasssssaseses 36
4.2. A proteina S100 em LCR de Ratos 38
4.3. A proteina STOOP em SOro de Rat0S...eceesressercssresssrsssssssasssssssssssssssssasssassssssssssossssssasosss 39
4.4. A proteina S100B em Tecido Cerebral de Rat0S....ccesiessersssrcssessssssssesssasessassssossesssasons 40
4.5. A Influéncia do Calcio, EGTA e Citrato na Reagao de

Imunoquantificagao da Proteina STO0P...ceeieesesserssseessansssssssassssssssasssssssssssssssssassssssssasssassse 41
5. Aplicacdo Clinica em HUMANOS.......cccverervreressercssnicssnicssssscssssssssssssssssssssssssssassssssssses 43
5.1. Aumento da Proteina S100P no Soro de Pacientes com Mielopatia

Associada a0 VIrus HTLV-Luicniinvinsinnsninsiissnnsicsssissiessssssssssssisssssssssssssssssesssssssssns 43
5.2. A Proteina S1008 como Marcadora Bioquimica de

Sindrome de Down em triagem neonatal......cceeeeessessssesssesanenns .. 46




6. Conclusoes

7. Referéncias



RESUMO

A proteina S100p pertence a uma familia de proteinas ligantes de célcio
acidas e de baixo peso molecular, e tem sido implicada no desenvolvimento e
manuten¢do do sistema nervoso. Esta proteina tem atividade neurotréfica e gliotrofica
e estd localizada principalmente no Sistema Nervoso Central em astrécitos e células de
Schawnn, mas pode ser detectada em menores concentragcdes em outras células, como
melanocitos e adipocitos. Relatos sugerem que a S100B estda envolvida nos
mecanismos da neuropatologia principalmente na doenca de Alzheimer e Sindrome de
Down, onde astrécitos reativos expressam altos niveis desta proteina.

Neste trabalho foi padronizado uma técnica imunoluminométrica muito
sensivel (0,02 pg/L) que utiliza um anticorpo marcado com o isoluminol como
molécula “tracer”. A emissao de luz na fase final da reagdo ¢ diretamente proporcional
a concentragdo de proteina S100B das amostras. Na fase inicial do trabalho utilizamos
amostras bioldgicas (soro, LCR e tecido cerebral) de ratos e também realizamos alguns
ensaios metodologicos para se avaliar a sensibilidade, especificidade e a
reprodutibilidade do imunoensaio. Demonstramos que o método empregado para se
coletar sangue e LCR de ratos influencia na quantificagio da proteina S100p.

Finalmente, utilizamos este  imunoensaio em  investigagcdes
clinicas. Observamos que niveis desta proteina em pacientes diagnosticados com
mielopatia associada ao virus HTLV-I estava aumentada no soro, mas ndo em LCR.
Também quantificamos a proteina em fluido amniotico, sendo que nas gestantes com

fetos diagnosticados com Sindrome de Down os niveis foram mais elevados.



ABSTRACT

S100B protein belongs to a family of acidic low molecular calcium binding proteins
and it has been implicated in the development and maintenance of the nervous system. This
protein has neurotrophic and gliotrophic activity and is found mainly in the CNS in
astrocytes and Schwann cells, but it can be detected at lower levels in other cells, such as
melanocytes and adipocytes. S100 has been postulated to play a role in neuropathology of
Alzheimer’s disease and Down’s syndrome, where reactive astrocytes express higher levels
of this protein.

In this work we standardized a highly sensitive (0,02pg/L) immunoluminometric
assay which uses a isoluminol-labelled antibody as a tracer. The light emission at the end of
the final reaction is directly proportional to the concentration of S1008 1 the samples. Firstly,
we worked with biological samples (serum, CSF and brain tissue) of rats and also studied
the sensitivity, specificity and reproducibility of the immunassay. We observed that the
method of blood and CSF collection influenced the levels of S100p protein in the samples.

Finally, we used this assay in clinical investigation. We found higher levels of this
protein in serum, but not in the CSF, of patients with HTLV-1 associated myelopathy. We
also detected S100B in amniotic fluid, which was increased where Down’s syndrome had

been diagnosed.
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RESUMO

A proteina S100p pertence a uma familia de proteinas ligantes de calcio
acidas e de baixo peso molecular, e tem sido implicada no desenvolvimento e
manutengdo do sistema nervoso. Esta proteina tem atividade neurotréfica e gliotrofica
e esta localizada principalmente no Sistema Nervoso Central em astrocitos e células de
Schawnn, mas pode ser detectada em menores concentragdes em outras células, como
melanocitos e adipocitos. Relatos sugerem que a S100B estd envolvida nos
mecanismos da neuropatologia principalmente na doenga de Alzheimer e Sindrome de
Down, onde astrocitos reativos expressam altos niveis desta proteina.

Neste trabalho foi padronizado uma técnica imunoluminométrica muito
sensivel (0,02 pg/L) que utiliza um anticorpo marcado com o isoluminol como
molécula “tracer”. A emissdo de luz na fase final da reagdo ¢ diretamente proporcional
a concentragao de proteina S100B das amostras. Na fase inicial do trabalho utilizamos
amostras biologicas (soro, LCR e tecido cerebral) de ratos e também realizamos alguns
ensaios metodologicos para se avaliar a sensibilidade, especificidade e a
reprodutibilidade do imunoensaio. Demonstramos que o método empregado para se
coletar sangue ¢ LCR de ratos influencia na quantificagdo da proteina S100p.

Finalmente, utilizamos  este  imunoensaio em  investigagcdes
clinicas. Observamos que niveis desta proteina em pacientes diagnosticados com
mielopatia associada ao virus HTLV-I estava aumentada no soro, mas nao em LCR.
Também quantificamos a proteina em fluido amnidtico, sendo que nas gestantes com

fetos diagnosticados com Sindrome de Down os niveis foram mais elevados.



ABSTRACT

S100B protein belongs to a family of acidic low molecular calcium binding proteins
and it has been implicated in the development and maintenance of the nervous system. This
protein has neurotrophic and gliotrophic activity and is found mainly in the CNS in
astrocytes and Schwann cells, but it can be detected at lower levels in other cells, such as
melanocytes and adipocytes. S100 has been postulated to play a role in neuropathology of
Alzheimer’s disease and Down’s syndrome, where reactive astrocytes express higher levels
of this protein.

In this work we standardized a highly sensitive (0,02pg/L) immunoluminometric
assay which uses a isoluminol-labelled antibody as a tracer. The light emission at the end of
the final reaction is directly proportional to the concentration of S1008 1 the samples. Firstly,
we worked with biological samples (serum, CSF and brain tissue) of rats and also studied
the sensitivity, specificity and reproducibility of the immunassay. We observed that the
method of blood and CSF collection influenced the levels of S100p protein in the samples.

Finally, we used this assay in clinical investigation. We found higher levels of this
protein in serum, but not in the CSF, of patients with HTLV-1 associated myelopathy. We
also detected S100B in amniotic fluid, which was increased where Down’s syndrome had

been diagnosed.
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1.INTRODUCAO

1.1. HISTORICO DA FAMILIA S100

A proteina S100 foi descrita primeiramente por Moore (1965), durante um
experimento de mapeamento protéico de extratos soluveis de cérebro e figado na
tentativa de encontrar proteinas exclusivas ou tnicas do sistema nervoso. O mapeamento
foi feito por cromatografia em colunas de troca ionica seguido de eletroforese em gel de
amido. Uma banda de proteina em especial chamou a atengdo por mover-se mais
rapidamente na eletroforese em gel de amido, sem sobreposicao de outras proteinas, por
estar presente nos extratos de cérebro, mas ausente nos de figado. Devido a solubilidade
parcial da proteina em solu¢do de sulfato de amoénio 100% saturado e pH neutro foi
denominada “S100”. Moore sugeriu ser uma proteina neuronal ¢ que nao fazia parte da
bainha de mielina.

Estudos posteriores demonstraram que esta fragdo S100 de tecido cerebral

continha predominantemente uma mistura de dois polipeptideos, o e B, constituindo as

trés isoformas da S100: Ao (dimero o - a), Al ( dimero a - B) e B (dimero - B). A
semelhanca estrutural e a homologia na sequéncia de aminoacidos sugere uma relagao de
proximidade no processo evolutivo destas subunidades (Isobe & Okuyama, 1981; Isobe
et al, 1981).

A S100B ¢ uma proteina ligante de calcio presente em altas concentragdes nos
astrocitos. Foi também imunodetectada em células de Schwann, melandcitos, adipdcitos,
condrécitos e células epidermais de Langerhans. S100Ao ¢ encontrada principalmente
no musculo estriado, coracdo e rins mas também em menor quantidade nos neuronios. A
S100A1 foi imunodetectada em células gliais. No cérebro de humanos a S100p constitui
96% do total das proteinas S100 (Isobe et al, 1984; Jensen et al, 1985; Donato, 1991).

Em 1985, um fator neurotréfico presente em uma fragdo protéica acida e
termoestavel de cérebro bovino, demonstrou intensa atividade promotora de extensdo de
neuritos (NEF), quando adicionado a um meio de cultura de neuronios corticais de pinto,
na auséncia de soro. A purificacdo e caracterizagdo evidenciou que a composicao de
aminoacidos deste fator neurotréfico era idéntica a da proteina S100B de cérebro bovino

(Kligman & Marshak, 1985).



Desde o isolamento e caracterizacdo da SI00A1 e S100p, 17 proteinas ja foram
relatadas pertencerem a familia S100, baseado na semelhanca de suas propriedades
estruturais e na homologia da sequéncia de aminoacidos (Schifer & Heizmann, 1996).
Alguns dos membros da familia S100 sdo apresentados na tabela 1. Na atual

nomenclatura a SI00A1 corresponde a anteriormente denominada S100Ao.



TABELA I -Resumo das propriedades descritas dos membros da familia de proteinas S100

Proteina Localizagdo celular nos Proteinas alvo Fungdes Sugeridas Doenga associada
tecidos de sintese
S100A1(S100a) Citoplasma de neurdnios,  Frutose-1,6-bifosfato Estimula a liberagdo de Ca' Miocardiopatias

(pode formar
homodimeros ou
heterodimeros com
S100B)

ligante de Ca™
S100A2 (S100L)
ligante de Ca™
S100A3 (S100E)
ligante de Ca™e
Zn*?

S100A4 (CAPL)
ligante de Ca*?

S100A5 (S100D)
S100A6 (calciclina)
(pode formar
homodimeros)
ligante de Ca™e
Zn*"?

S100A7 (psoriasina)
ligante de Ca™?
S100A8 (MRPS)
(pode formar
heterodimeros com
S100A9)

ligante de Ca*?
S100A9 (MRP14)
ligante de Ca™

S100A10 (p11)
S100B (S100b)
(pode formar
homodimeros e
heterodimeros com
S100A1)

ligante de Ca*?e
Zn+2

S100C (pode formar
homodimeros)
ligante de Ca*?
S100P
Calgranulina C
ligante de Ca*?e
Zn+2

Calbindina 3
(calbindina Dgy)
ligante de Ca*?
Profilaggrin
ligante de Ca*?
Trichohyalin

musculo estriados e
cardiaco, rim.

Citoplasma e nucleo de
cels pulmonares e renais.

Extracelularmente e no
citoplama de fibroblastos,
cels mioepiteliais e
tumorais

Citoplasma de fibroblasto
e cels tumorais

Cels epiteliais

Extracelularmente e
citoplasma de
granulécitos e mondcitos

Extracelularmente e
citoplasma de granulocito
e monocito

Citoplasma de fibroblasto
Extracelularmente e
citoplasma de cels gliais e
de Schwann, melandcitos,
condrdcitos e adipdcitos

Musculo liso ¢ cardiaco

Placenta
Citoplasma de
granuldcitos

Citoplasma de intestino

Células granulares da
epiderme
Células granulares da
epiderme

aldolase, glicogénio
fosforilase, adenilato
ciclase, tubulina, GFAP.

Tropomiosina néo-
muscular, p53,

miosina ndo-muscular,
cadeia pesada, MAP

Anexina II e anexina VI,
anexina XI, gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase

Filamentos intermediarios
(vimentina)

Filamentos intermediarios
(vimentina)

Anexina I1
Frutose-1,6-bifosfato
aldolase, p53, calponina,
tau, tubulina, caldesmon,
neurocalcina,
neuromodulina (GAP43),
GFAP, capZ

Anexina |

Queratina

induzida por Ca'? pelo reticulo
sarcoplasmatico, inibi¢do da
polimerizagdo de microtubulos,
inibi¢do da fosforilagdo
mediada por PKC.

Motilidade e invasao,
polimerizagdo de tubulina

Estimulagdo da liberagdo de
insulina dependente de Ca*?,
estimula¢ao da secregdo de
prolactina, exocitose.

Inibigdo da caseina quinase,
citoquina

Inibigdo da caseina quinase

Exocitose e endocitose
Extensdo neuritica, proliferacao
de cels do melanoma, estimula
o fluxo de Ca™, inibigdo da
fosforilagdo mediada por PKC,
astrocitose, proliferagdo axonal,
inibi¢do da polimerizacdo de
microtabulos

Funcdo de transporte

Regulacdo da estrutura celular

Regulagéo da estrutura celular

Cancer de mama

Metastases

Melanoma

Psoriase

Fibrose cistica,
inflamagao

Fibrose cistica,
inflamagéo

Doenga de
Alzheimer,
sindrome de
Down, marcador
tumoral, esclerose
lateral
amiotrofica,
epilepsia

Tabela de Schifer & Heizmann, 1996



1.2. PROPRIEDADES ESTRUTURAIS

O ion calcio atua como segundo mensageiro na transdu¢ao de sinais, e 0 aumento
transitorio de célcio intracelular controla uma multiplicidade de processos celulares que
incluem, por exemplo, contracdo, secrecdo, divisdo e crescimento celular. O célcio como
segundo mensageiro, completa sua “missdo” ndo transferindo carga ou ligando-se a
lipidios, mas pela unido a proteinas receptoras de calcio. As proteinas ligantes de calcio
atuam como moléculas moduladoras (por exemplo CaM e S100B) ou tamponantes de
calcio (por exemplo parvalbumina) (Kretsinger, 1980; Van Eldik & Zimmer, 1988;
Zimmer et al, 1995).

Portanto, os niveis de calcio intracelular, bem como sua sinalizacdo, ou seus
mecanismos de sinalizagdo, sdo finamente controlados, pois algumas patologias como a
doenga de Alzheimer e neoplasias podem estar associadas a alteracdo dos niveis deste
ion intracelularmente, bem como mudangas na expressao das proteinas ligantes de calcio
(Heizmann, 1992; Heizmann & Braun, 1992; Azmitia et al, 1992; Schéfer Heizmann,
1996).

Baseados nas suas propriedades estruturais as proteinas ligantes de calcio podem
ser divididas em trés grupos: (a) aproximadamente 200 membros da superfamilia
Calmodulina-S100-Troponina C, que contém dominios de alta afinidade do tipo EF-
hand; (b) aquelas que possuem dominios ligantes de calcio tipo Hemolisin-like; (c )
familia das Anexinas, que se ligam a fosfolipidios de membrana de maneira dependente
de célcio (Zimmer et al, 1995).

As proteinas S100 sdo estruturalmente relacionadas com a calmodulina, mas ao
contrario desta que tém distribuicdo ubiqua, as S100 sdo imunodetectadas em grupos
celulares especificos desenvolvendo fungdes especificas. Estas proteinas S100 no
Sistema Nervoso Central (SNC) sao um grupo de proteinas ligantes de calcio de baixo
peso molecular (10 - 20 kDa), de ponto isoelétrico entre 4 e 5, diferindo basicamente nas

suas subunidades alfa e beta. (Isobe & Okuyama, 1978; Donato, 1986).

A subfamilia S100 de proteinas possui uma caracteristica comum aos outros

membros da Superfamila Calmodulina-S100-Troponina C, que ¢ a al¢a (“loop”) ligante



de célcio altamente conservada e flanqueada por duas alfa hélices. Este “HELIX-LOOP-
HELIX motif” é conhecido como “EF-hand” (Kretzinger & Nockolds, 1973).

Estudos das propriedades ligantes de calcio da proteina S100 comprovaram que
ela pode ligar 4 moles de Ca'/dimero de proteina em sitios especificos (Baudier &
Gerard, 1986).

As proteinas S100 possuem dois distintos “EF-hand” por subunidade. O “EF-
hand” no carboxi terminal constituido por 12 aminoacidos possui 6 residuos com
capacidade para ligar calcio e ¢ descrito como sitio de ligacdo de alta afinidade,
enquanto que o “EF-hand” no amino terminal ¢ formado de 13-14 aminoécidos com 5
residuos ligantes de calcio, descrito como um sitio de baixa afinidade (Kretzinger et al,
1991).

A ligacdo do ion célcio na proteina S100 induz mudangas conformacionais que
levam a exposi¢ao de residuos hidrofébicos, que parecem ser os sitios de ligacdo das
proteinas “alvo”, também denominadas proteinas efetoras. Esta interacdo resulta na
alteracdo da atividade da proteina efetora e consequentemente uma resposta celular
(Zimmer et al, 1995).

Portanto a ligagdo do célcio na proteina S100 representa uma etapa muito
importante na regulacdo da interacdo com a proteina efetora, ¢ a afinidade desta ligacao
pode ser influenciada por fatores como pH e presenca de cations metalicos como Zn”",
Mg2+, K" (Baudier & Gerard, 1986; Ogama et al, 1992). Figura 1.

A proteina S100B liga 8 fons Zn®" por molécula com afinidade superior ao
calcio, e a presenca de K™ diminui a afinidade por estes dois fons. A alta afinidade pelo
Zn*" ¢ explicada pelo alto contetido de residuos de histidina presentes na subunidade B.
Uma vez ligada as S100 o Zn*" aumenta grandemente a afinidade destas proteinas pelo
célcio e diminui o antagonismo exercido pelo K* (Baudier et al, 1986; Ogama et al,

1992).






Na sequéncia de aminoacidos da S100f3 um dos aspectos que chamam a atengao
¢: (a) duas cisteinas (posigdes 68 e 84) e (b) nenhum triptofanio. A implicacdo funcional
da auséncia de triptofanio ndo estd bem determinada enquanto que as cisteinas sdo
importantes na medida que formam ligacdes covalentes na proteina através de pontes
dissulfeto que estabilizam sua conformacdo. A presenca ou ndo das pontes dissulfeto ¢
que indicardo o estado de oxidagdo da proteina. (Mely & Gerard,1990).

Pontes dissulfeto em proteinas sdo encontradas principalmente no meio
extracelular devido a presenca de oxigénio e baixo conteido de glutationa reduzida
(GSH). Mesmo assim na proteina S100B ligacdes dissulfeto podem ser formadas
intracelularmente. As formas oxidadas sdo geradas a partir de suas formas reduzidas
quando a conformacdo da proteina é favoravel; portanto, as formas oxidada e reduzida
da proteina S100B podem coexistir ( Mely & Gerard, 1988; Mely & Gerard, 1990).

Quando Kligman & Marshak (1985) demonstraram que S100B tinha atividade
trofica promovendo a extensdo de neuritos, notaram que na presenca de agentes
redutores a proteina migrava como uma unica banda de 6500Da de peso, e que na
auséncia destes agentes a proteina apresentava bandas de diferentes pesos no gel de
eletroforese. Observaram que a redugdo da proteina abolia a atividade tréfica, o que
indica que a atividade extensora de neuritos (NEF) estad associada a forma dissulfeto da

proteina S100B.

1.3. PROPRIEDADES FUNCIONAIS

Apesar de ter sido descrita ha mais de 30 anos, as funcdes bioldgicas das
proteinas S100 ainda ndo foram totalmente identificadas e compreendidas; entretanto
tem sido relatado que esta familia apresenta atividades tanto intra como extracelulares.
Embora detectada extracelularmente, a concentracao intracelular ¢ muito maior, o que
sugere que neste compartimento elas funcionem como proteinas receptoras de calcio.
Dentro das células de acordo com experimentos “in vitro”, estas proteinas tém sido
relacionadas a fungdes bioldgicas tais como: (a) regular fosforilagio de proteinas
constituintes do citoesqueleto como proteina glial fibrilar acida (GFAP) e proteinas
associadas a microtubulos; (b) modular a atividade de enzimas como ATPase, adenilato

ciclase e aldolase; (c) modular o ciclo celular. Alguns destes efeitos sdo estritamente



calcio dependentes, outros ndo. A S100B pode ser secretada e extracelularmente
estimular a diferenciagdo neuronal e proliferagdo glial; entretanto os mecanismos que
envolvem a secre¢do da S100B e ativacdo destes processos sdo totalmente
desconhecidos (Donato, 1986; Zimmer & Van Eldik, 1987; Donato, 1991; Zimmer et al,
1995; Schifer & Heizmann, 1996)

1.3.1. PROPRIEDADES FUNCIONAIS INTRACELULARES
1.3.1.1. CICLO CELULAR

O ciclo celular ¢ composto por uma série de etapas que sdo reguladas positiva ou
negativamente por varios fatores; entre os reguladores negativos esta a proteina p53,
cujo gen ¢ considerado um inibidor oncogénico. A p53 ¢ uma fosfoproteina citosolica
que precisa ser translocada ao nucleo para ter atividade. Apresenta uma regido C
terminal que provavelmente seja responsavel pela sua ligagdo ao DNA e formagdo de
oligobmeros estaveis. Estudos de fosforilagdo “in vitro” confirmaram a proteina p53
como substrato das isoformas de proteina quinase dependente de célcio e fosfolipidio
(PKC). A proteina S100B inibiu a fosforilagdao da p53 por PKC. Entretanto calmodulina
ndo provocou nenhum efeito. E pouco provéavel que a inibicio seja na propria PKC, mas
sim conseqiiéncia direta da interacdo com o sitio de fosforilagdo da p53. Outra acdo
importante dependente de célcio da S100B sobre p53 ¢ a inibi¢do da oligomerizagao e a
inducdo a desoligomerizagdo, provavelmente pelo seqiiestro de mondmeros de p53.
Portanto a S100B media de maneira dependente de célcio a inibigdo da fosforilagdo e
oligomerizagcdo pelos mesmos processos basicos, isto ¢, ligacdo ao C terminal da
proteina p53 bloqueando o acesso ao sitio de fosforilagdo pela PKC e prevenindo as
interacdes entre mondmeros de p53 (Baudier et al, 1992 ). Wilder et al (1998), em outro
estudo utilizando um peptideo sintético da proteina p53, confirmaram a capacidade da
proteina S100B inibir de maneira célcio dependente a fosforilagdo desta proteina por

proteina quinase C.



1.3.1.2. CITOESQUELETO

Por muito tempo os filamentos intermediarios (FI) foram considerados
constituintes estaveis do citoesqueleto devido a sua baixa solubilidade. Entretanto tem
sido demostrado que eles passam por notaveis mudangas estruturais durante processos
celulares fisiologicos ou patologicos. Entre os fatores implicados nas mudangas
estruturais estd a fosforilagdo que resulta na despolimerizagdo dos filamentos
intermediarios ou formagao de subunidades incapazes de polimerizar (Bianchi et al,
1994).

Estudos “in vitro” indicam que a polimerizacdo dos FI ocorre acima de uma
concentragdo critica e que as subunidades estdo em equilibrio dinamico com um “pool”
de subunidades soltiveis. Durante a divisdo e o crescimento celular, quando ocorre
intensa reorganizagdo do citoesqueleto, este equilibrio pode ser modulado por sinais
externos que atuem sobre a fosforilagdo protéica tais como célcio e glutamato. Estas
observacdes sugerem que o estado de polimerizagdo ¢ um evento que pode ser regulado
por fatores tais como proteinas quinases e fosfatases, que tanto podem promover quanto
inibir a formacao de FI. A fosforilagdo da GFAP, a principal proteina formadora dos FI
em astrocitos maduros, parece regular o ciclo polimerizacdo/despolimerizagao destes
filamentos. (Bianchi et al, 1994; Wofchuk & Rodnight, 1994; Rodnight, et al, 1997).

A proteina S100B se liga as moléculas de GFAP ndo polimerizadas de maneira
dependente de calcio, diminuindo grandemente as interagdes entre as moléculas e
consequentemente inibindo sua polimerizagdo. Como a S100B ¢ uma proteina de
caracteristica acida foi sugerido que a inibicdo da polimerizacdo ocorre pela interaciao
entre residuos carregados negativamente da S100 com residuos basicos N terminal de
GFAP (Bianchi et al, 1993).

Um estudo da fosforilacdo de GFAP e vimentina, em fra¢do citoesquelética de
hipocampo de ratos jovens, mostrou que estas proteinas tém sua fosforilagao reduzida na
presenga de S100B, de maneira dependente de calcio. Este efeito deve-se provavelmente
a acdo da proteina S100B sobre o sitio de fosforilagdo da GFAP, mas também nao se
deve descartar um efeito sobre a propria quinase. Se a S100B diminui a fosforilagao de
GFAP, isto poderia paradoxalmente favorecer a polimeriza¢do. Entretanto muitos

aspectos do controle intracelular do ciclo polimerizagdo/ despolimerizagdo dos FI



precisam ser melhor estabelecidos. As quinases envolvidas neste estudo foram a
dependente de calcio e calmodulina (PKCaM I I) e dependente de AMPc (PKA) (Ziegler
et al, 1998).

Além de atuar nos FI, a proteina S100B afeta a fosforilagdo de proteinas
associadas a microtibulos, como a proteina tau. A S100 pode ter uma importante funcao
regulatoria célcio dependente na reestruturacdo do citoesqueleto durante a mitose ou

processos patolégicos (Bianchi et al, 1994; Donato, 1998).

1.3.1.3. ENZIMAS

As proteinas S100 (A1 e B) demonstraram capacidade de modular atividades de
ATPases em fragdes subcelulares no Sistema Nervoso Central. A S100A1, mesmo na
auséncia de calcio, estimula atividades ATPases em fracdes subcelulares de mitocondria
e mielina em SNC. A adicdo de célcio provoca um efeito estimulatorio adicional;
entretanto, a proteina sozinha ou combinada com calcio ndo demonstrou efeito em
sinaptossomas ou mitocondria de figado. A proteina S100B estimula as atividades de
ATPases em mitocondria e mielina no SNC; em presenca de zinco ha um efetivo
aumento de atividade somente na fracdo de mielina (Simonian et al, 1989).

Alguns relatos sugerem outras atividades intracelulares das proteinas SI00A1 e
S100B, como regulagdo do metabolismo energético envolvendo a interagdo com
enzimas como frutose-1,6-bisfosfato aldolase e glicogénio fosforilase (Zimmer et al,
1995).

O efeito estimulatorio da S100B sobre a adenilato ciclase foi descrito em cortex
cerebral de rato na presenga do ion magnésio, que produziu um aumento de 2.0-2.5
vezes na atividade da enzima. Este efeito provavelmente nao ¢ exercido diretamente na

enzima mas na subunidade inibitéria Gj atuante sobre a adenilato ciclase. (Fanno et al,

1988; Fulle et al, 1991).



1.3.2. PROPRIEDADES FUNCIONAIS EXTRACELULARES

As proteinas S100 ocorrem essencialmente no meio intracelular, mas a S100B
assim como outras da familia (S100A4, S100A8, S100A9) podem ser secretadas para o
meio extracelular. (Shashoua et al, 1984;Van Eldick & Zimmer, 1987;Zimmer et al,
1995).

Evidéncias sugerem que a S100B exerce um conjunto de fungdes extracelulares,
uma vez que ela pode ser liberada para o espago extracelular. A liberagao pode ser
modulada por hormdnio adrenocorticotrofina (ACTH) e neurotransmissores como
glutamato e serotonina, embora o mecanismo ndo seja bem compreendido. Consistente
com este pensamento ¢ que a SI00B pode ser detectada no Liquido Céfalo Raquidiano
(LCR) e em meio de cultura de células astrogliais (Shashoua et al, 1984; Donato et al,
1986; Van Eldik & Zimmer, 1987; Suzuki et al, 1987; Donato, 1991; Azmitia et al,
1992; Barger et al, 1992 ).

Kligmann & Marshak (1985), demonstraram que a forma dissulfeto da S100B
tem agdo neurotréfica, sugerindo pela primeira vez uma possivel fungao extracelular.

O desenvolvimento do Sistema Nervoso envolve uma série de eventos
coordenados que inclui a regulagdo da proliferacdo e diferencia¢dao celular por fatores
extracelulares; a SI100B tem sido implicada nestes processos.. Durante o
desenvolvimento, a S100B ¢ secretada pelos astrécitos durante a fase de proliferacao
astroglial e também durante o periodo de extensdo neuritica dos neurdnios corticais.
Além disto, um estimulo na liberacdo da S100B tem sido demonstrado pela agdo direta
da serotonina em receptores SHT 5 nos astrocitos; uma vez no espago extracelular a
proteina S100B atua tanto em neurdnios quanto astrocitos. Concentragdo em nanomolar
de S100B promoveu a proliferacdo de células C6 de glioma e astrocitos primarios,
enquanto que duas linhagens de neuroblastoma nao proliferaram, indicando que a
atividade mitogénica ¢ seletiva para astrocitos (Marshak, 1990; Selinfreund et al, 1991;
Azmitia et al, 1992).

Os mecanismos pelos quais a S100B interage com receptores especificos e de
que maneira isto resulta na transdug@o de sinal intracelular, precisam ser definidos. O

aumento da hidrdlise de fosfatidil inositol e consequentemente do célcio livre



intracelular observado em astrocitos e neurdnios, possivelmente sejam componentes
desta resposta. (Azmitia et al, 1992; Barger et al, 1992).

Outro componente do efeito extracelular foi apontado pela demonstra¢do de que
culturas de astrocitos de cortex cerebral de ratos tratados com S100B, ativaram uma
enzima 6xido nitrico sintase induzivel (NOSi), com subsequente geragdo de Oxido
nitrico intracelularmente que pode levar a morte dos astrocitos com caracteristicas de
apoptose  ( Hu & Van Eldik, 1996).

Para investigar se a liberacdo de 6xido nitrico pelos astrdcitos estimulada pela
S100B pode ter alguma influéncia sobre neurdnios, foram feitas co-culturas com células
de neuroblastoma B104 ou neurdnios hipocampais primdrios e astrocitos de cortex
cerebral de ratos. O tratamento da co-cultura astrécito-neuronio com S100B resultou na
morte neuronal por necrose e apoptose, de maneira dependente da ativagcdo de uma 6xido
nitrico sintase induzivel (NOSi) e producdo de 6xido nitrico pelos astrocitos. Este
estudo sugere que a proteina S100B ndo ¢ capaz de induzir a morte neuronal via
mecanismo do 6xido nitrico sem a presenga dos astrocitos (Hu et al, 1997).

Fulle et al (1997), mostraram que a S100B foi capaz de induzir a apoptose em
células PC12, num processo dependente do aumento de célcio intracelular. Tal apoptose

foi inibida pelo fator de crescimento de nervo (NGF).
1.4. APLICACOES CLINICAS

Em doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Sindrome de Down, os
niveis de S100B estdo muito aumentadas nas regides cerebrais onde os astrocitos
reativos circundam as placas neuriticas. Cabe salientar que o gen que codifica a proteina
S100p esta localizado no cromossomo 21 na mesma regido da Sindrome de Down, e que
a proteina esta excessivamente expressa no lobo temporal dos portadores desta sindrome
¢ doenga de Alzheimer. Na Sindrome de Down sdo observadas lesdes cerebrais iniciais
indistinguiveis da Doenga de Alzheimer. Por este motivo tem sido sugerido que os
elevados niveis da S100B possa contribuir para neuropatologia na doenga de Alzheimer
e desenvolvimento anormal do Sistema Nervoso na Sindrome de Down. As alteragdes

cerebrais desta proteina possivelmente podem se refletir em alteragdes dos niveis séricos

e no LCR (Marshak, 1990; Marshak et al, 1992; Azmitia et al, 1992).



Nygaard et al (1997) quantificaram a proteina SI100 com um ensaio
imunoradiométrico (RIE) em LCR e soro de individuos higidos de ambos os sexos, com
idades entre 20 a 89 anos sem historia prévia ou atual de doenca neuroldgica. Nao foi
possivel detectar a proteina no soro, enquanto que a concentragdo no LCR demonstrou
ser idade e sexo dependente, sendo significativamente (P=0,0026) maior para homens
(1,9 £0,7 pg/L) do que para mulheres (1,5+0,5 pg/L). A concentragdo de S100p no LCR
aumentou com a idade em ambos 0s sexos.

Wiessmann et al (1998) desenvolveram um método fluorimétrico sensivel o
suficiente para determinar concentragdes de S100p no plasma de sujeitos higidos de
ambos os sexos. A diferencga entre a concentragdo encontrado no plasma de homens e
mulheres nao foi considerada estatisticamente significante (p>0,05); entretanto com o
aumento da idade foi detectada uma discreta diminui¢do da concentracdo de S100p.
Portanto, a concentracdo de S100B no plasma foi independente de sexo e idade para
sujeitos adultos, enquanto que, para criangas, necessita ser melhor estabelecida.

Aumento dos valores de S100B no LCR foram descritos em diferentes doengas
neurologicas, bem como na fase ativa da injuria celular no Sistema Nervoso Central,
enquanto que elevacdes no soro sugerem o comprometimento da integridade da barreira
hemato encefalica (BHE). Por isto, medidas de S100p no LCR e soro podem ser uteis
clinicamente para avaliar danos ao Sistema Nervoso Central (Nygaard et al, 1997;
Wiesmann et al, 1998; Ingebritsen et al,1995)

Em um estudo realizado por Persson et al (1988), em 45 pacientes internados
com hemorragia subaracndide sendo 44 com ruptura de aneurisma, foi quantificado
S1008 no LCR (2-15 amostras por paciente) por um método imunoradiométrico (RIE).
A concentragdo de S100B no LCR provou estar relacionada com o dano cerebral
associado a hemorragia subaracnoide. Pacientes cujos niveis da SI00B nao excedeu 20
ng/ml durante o curso da doenca tiveram um prognostico favoravel, enquanto aqueles
em que uma ou varias medidas foram maiores que 100 ng/ml tornaran-se invalidos,
vegetativos ou morreram.

Com o objetivo de se utilizar SI00B como marcador bioquimico precoce e
sensivel de lesdo cerebral, dosagens da proteina por RIE foram feitas no soro de

pacientes ap0s trauma cranio encefalico leve, sem alteracdes no exame radioldgico, com



a finalidade de prognosticar ou evitar sintomas pos concusionais (SPC). Os resultados
mostraram que 67% dos pacientes que tiveram niveis de S1003 >0.5 pg/L na admissdo
desenvolveram sintomas apos concussao, enquanto que 36% dos pacientes sem aumento
da proteina <0.5 pg/L  relataram sintomas apds concussdo. ApoOs trauma cranio
encefalico leve, 15 a 50% dos pacientes desenvolvem SPC. Técnicas diagndsticas de alta
precisdo como tomografia computadorizada e ressondncia magnética nao tém revelado
uma associagcdo entre alteracdes de neuroimagem e desenvolvimento de SPC (dor de
cabeca, perda de memoéria, fadiga, tonturas, irritabilidade, dificuldade de concentragdo,
insOnia, zumbido, defeito auditivo, depressao, ansiedade e visdo dupla). Entretanto em
nivel microscopico, evidéncias t€ém demonstrado lesdes cerebrais sutis que podem
contribuir para SPC.(Ingebrigtsen et al, 1995: Waterloo et al, 1997).

Estudos sugerem que o trauma cranioencefalico leve estd associado a déficit
cognitivo e que tomografia computadorizada nado ¢ sensivel para evidenciar lesao
cerebral difusa (Ingebrigtsen et al, 1997). Para estes pacientes, um marcador cerebral
precoce seria util para prognosticar e prevenir seqiielas neuropsicologicas e o possivel
desenvolvimento de SPC. O déficit cognitivo destes pacientes € sensivelmente detectado
com testes computadorizados de tempo de reagdo, atengdo e velocidade de
processamento de informagdo. Comparados a um grupo controle pareado, os pacientes
que apresentaram aumento de S100p ap6s o traumatismo cranioencefalico leve tiveram
performance cognitiva inferior nestes testes um ano apds o trauma (Waterloo et al ,
1997).

Sintomas neuroldgicos como disfungdo cognitiva e comprometimento da BHE
apos cirurgias cardiacas e circulagdo extracorpdrea em que os pacientes sao submetidos
a hipoxia transitoria, sdo complicagdes pelas quais varias abordagens farmacologicas
tem sido sugeridas, ao menos para reduzir os danos celulares apds os eventos
isquémicos. Para avaliar técnicas cirurgicas, bem como detectar e quantificar o dano
cerebral apos cirurgia cardiaca, a dosagem de marcadores cerebrais no LCR, soro e
plasma parece ser indicado, embora muitas vezes ndo haja correspondéncia entre LCR e
sangue (Johnsson et al, 1995).

Experiéncias usando marcadores cerebrais de trauma ou isquemia tém sido

aplicadas a cirurgias cardiacas, embora circulacdo extra corpérea adiciona “per se”



dificuldades para coleta e interpretacdo. Varios marcadores tém sido propostos como
adenilato quinase, creatina fosfoquinase isoenzima BB, lactato, enolase especifica de
neurdnio (NSE), proteina S100p, proteina basica de mielina. Os resultados usando a
maioria destes marcadores nao tém sido definitivos e em alguns casos contraditorios. Em
poucos experimentos as concentragdes de marcadores no LCR tém demonstrado boa
correlacdo clinica, mas estudos mais abrangentes necessitam a disponibilidade de coleta
e dosagens no sangue. Atualmente o interesse esta focalizado principalmente na enolase
especifica de neurdnio e proteina S100 como marcador sangiiineo periférico de lesao
cerebral. (Johnsson et al, 1995; Johnsson, 1996).

O aparecimento da proteina S100 no soro pode indicar dano cerebral e alteracao
da integridade da barreira hemato encefalica (BHE) durante circulacdo extracorporea
em pacientes submetidos a cirurgias cardiacas. Um grupo de pacientes sem historia
prévia de doenca neurologica, submetidos a cirurgia cardiaca com circulagdo
extracorporea variando entre 15 e 180 minutos, demonstrou uma significativa
correlacdo entre os niveis de S100B no soro dosados por RIE, e a duragdo da circulacao
extracorpérea, sugerindo uma possivel lesao cerebral subclinica ou comprometimento da
permeabilidade da barreira hemato encefalica. (Westaby et al, 1996).

Os niveis de S100B foram medidos por RIE no soro de pacientes ressuscitados
apos parada cardio respiratéria e coletados nos trés primeiros dias apds o episddio para
avaliar os efeitos precoces da isquemia global sobre o cérebro. Como controles foram
utilizados pacientes que  sofreram infarto agudo do miocardio sem sintomas
neuroldgicos e doadores de sangue; nestes, os niveis permaneceram idénticos (<0,2
png/L). Os niveis médios da proteina aumentaram (>0,2 pg/L) quando comparados aos
controles. O tempo de hipoxia se correlacionou bem com os niveis de S100p dosados no
1° e 2° dias. Usando o valor de 0,2 pug/L como ponto de corte (“cutoff”) foi observado
que 100% dos pacientes com niveis de S100p acima disto no segundo dia de coleta
morreram em 14 dias, enquanto 90% dos pacientes com valores abaixo do ponto de corte
sobreviveram. Poucos marcadores foram capazes de estimar precocemente a mortalidade
apos a internagdo hospitalar de maneira tao eficiente quanto a proteina S100p (Rosen et

al, 1997).



Além de lesdao cerebral a proteina tem sido usada como marcadora de
melanomas. Através de técnicas de imunohistoquimica a detecgdo de S100B foi
amplamente usada no diagnoéstico, diferenciagdo e determinacdo da invasividade de
melanomas, . A dosagem da proteina S100B no soro de 643 pacientes com melanoma,
classificado pelo Sistema de Trés Estagios (I, II, III) foi realizada por um ensaio de RIE.
A proteina demonstrou ser um bom marcador diagnostico e progndstico da doenca. As
concentragdes de S100B no soro foram fortemente correlacionadas com a taxa de
sobrevivéncia e aos estagios clinicos da doenca sendo menores valores no estagio I e
maiores no estagio III; além disso, as concentra¢des foram maiores em homens do que
mulheres. Os dados sugerem que a proteina S100p ¢ um potencial marcador sangiiineo
que pode ser ttil para identificar casos de alto risco e monitorar a resposta a terapia em

pacientes com melanoma (Schoultz et al, 1996).

1.5. METODOLOGIAS PARA QUANTIFICACAO DA S100p

As primeiras metologias desenvolvidas para uso clinico foram baseadas em
enzimaimunoensaio (ELISA) (Kato et al, 1982; Aurell et al, 1989) e radioimunoensaio
(RIE) (Fagnart et al, 1988). Entretanto, a necessidade de se marcar anticorpos e purificar
proteinas no proprio laboratorio, eram fatores determinantes na demora para padronizar
e aplicar a técnica. Outro fator importante que limitava o uso das técnicas era a
especificidade, pois havia a possibilidade de reacdes cruzadas dos anticorpos anti-S100f3
com outros membros da familia S100, uma vez que compartilham uma certa homologia
estrutural, principalmente S100A1. Além disso, a sensibilidade dos métodos ndo
permitia a deteccdo da proteina no soro e plasma de sujeitos sem transtornos
neurologicos.

Usando cromatografia de fase reversa, Isobe et al (1983) mostraram a
possibilidade desta técnica ser utilizada ndo somente como alternativa na purifica¢ao da
proteina S100B, mas também na separagdo das subunidades da familia S100 e
identificacdo de seus componentes, entretanto esta metodologia ainda ndo foi aplicada

clinicamente.



A maioria dos trabalhos clinicos publicados atualmente na literatura utilizam
técnicas RIE para quantificar a proteina S1003 no LCR e soro (Persson et al, 1988;
Ingebritsen et al, 1995; Westaby et al, 1996; Waterloo et al, 1997; Nygaard et al, 1997).
Entretanto tem havido um esfor¢o na tentativa de substituir estas técnicas na rotina
clinico laboratorial, devido a inconvenientes como marcadores radioativos de vida curta,
licenciamento oficial, treinamento técnico especializado, necessidade de descarte
reservado ao declinio de radioatividade (Dudley, 1990).

Uma técnica de ELISA com alta sensibilidade (0,04 ng/ml) e especificidade foi
desenvolvida para detectar a proteina S100B no LCR, utilizando reagentes disponiveis
comercialmente (Green et al, 1997). Apesar de sensivel a técnica ndo foi usada para
quantificar a proteina no soro.

Mais recentemente, Wiessmann et al (1998), desenvolveram uma metodologia
fluorimétrica com capacidade para quantificar os niveis da proteina S100B no plasma
(limite de deteccao >0,015 pg/L), relatando que no plasma as concentragdes
aparentemente nao sdo sexo e idade dependentes.

Para a imunoquantificagdo da proteina S100B a técnica fluorimétrica ¢
teoricamente mais sensivel quando comparada com a de ELISA, todavia muitos
componentes normais de proteinas no soro sdo capazes de fluorescer o que pode
superestimar as leituras por esta técnica. Por sua vez a sensibilidade descrita para a
técnica de ELISA (0,04 ng/ml) ndo foi reproduzida em nosso laboratorio, alcancando um

limite de detecgdo de 0,1 ng/ml.

1.5.1. ENSAIO IMUNOLUMINOMETRICO

Uma alternativa ao uso do RIE em imunoensaios clinicos tem sido a
quimioluminescéncia, que em termos simples, ¢ a emissdo de luz que ocorre como
resultado de uma reacdo quimica. Tais reagdes envolvem a produg¢do de uma grande
quantidade de energia que ¢ perdida na forma de foétons pelas moléculas excitadas. Se os
elétrons presentes no orbital mais externo de um composto forem estimulados, eles serdo
promovidos a um estado mais energético e ao retornarem ao estado fundamental liberam
energia na forma de luz. Este processo difere da fluorescéncia e fosforescéncia porque

ndo requer absor¢do prévia de luz. A emissdo de fotons de uma reacdo de



quimioluminescéncia pode ter um perfil caracteristico de “vida curta” ou “vida longa” ,
basicamente relacionado com o tempo de emissdo e a intensidade da luz. (Dudley, 1990;

Price & Newman, 1997). O perfil da emissao de fotons estd representada na figura 2.

Intensidade Intensidade
(fotons s™') Integragdo (fotons s™')
total

Integracdo
parcial

Tempo Tempo

Figura2. Perfil tipico de uma reagdo a, vida curta e b, vida longa de
quimioluminescéncia (Price & Newman, 1997 ).

Como a quimioluminescéncia ndo envolve a absor¢ao prévia de luz, medidas de
emissdo de quimioluminescéncia sdo feitas contra um baixo “background” o que
potencialmente permite uma grande sensibilidade de deteccdo. H4 muitos reagdes
quimicas que exibem quimioluminescéncia, embora relativamente poucas estdo
associadas com intensa emissdo de luz. O composto quimioluminescente mais
amplamente conhecido ¢ o luminol (5 amino-2,3-diidroftalazina-1,4-diona), que foi
primeiramente descrito por Albretch (1928); logo apods, Gleu e Petsch (1935)
descreveram o sal de acridina ou lucigenina (Price & Newman, 1997).

Na produ¢do de um marcador para imunoensaio o luminol apresenta a
desvantagem de ao ser conjugado com um anticorpo perder parte de sua atividade
quimioluminescente. Esta perda de atividade pode ser compensada pelo uso de
isoluminol (Dudley, 1990; Price & Newman, 1997; Messeri et al, 1989).

A emissdo de fotons nestes imunoensaios pode ser detectada e quantificada com
grande sensibilidade; para isto usamos equipamentos com fotomultiplicadores detectores
denominados lumindmetros. Para as reagdes que nao requerem deteccdo com grande

sensibilidade ha lumindmetros com detectores de fotodiiodo (Price & Newman, 1997).



1.6. OBJETIVOS

I- Padronizar uma técnica de luminescéncia para imunoquantificagdo da proteina

S1008 .

II- Determinar o imunocontetido da proteina S100f em soro, LCR e tecido

cerebral de ratos.

III- Avaliar a possivel utilizagdo clinica da proteina S100f como marcador
bioquimico de dano cerebral em soro e liquor e marcador para triagem pré-

natal da trissomia do cromossomo 21 em fluido amnidtico de humanos.

2.MATERIAL E METODOS

2.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com idade de cinco (05) meses, pesando
entre 290 a 350g provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Satde da
UFRGS e do Departamento de Bioquimica. Os animais receberam agua e ragdo “ad
libitum” e foram submetidos a um ciclo claro/escuro de 12 horas com a temperatura das

salas mantidas a 23°C aproximadamente.

2.2. MATERIAL

Pentobarbital sodico, , reagentes para imunoquantificacio da S100B foram
adquiridos da Sangtec Medical. EGTA, albumina bovina, NaCl, ¢ PMSF foram obtidos

da SIGMA, tampao fosfato em solugdo salina (PBS). Outros reagentes sdo p.a.

2.3. METODOS

2.3.1. OBTENCAO DAS AMOSTRAS



2.3.1.1. Liquido Céfalo Raquidiano (LCR)

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico administrado i.p., e depois,
fixados no estereotaxico e puncionados na cisterna magna. A pung¢do foi realizada com
seringa do tipo insulina com agulha de 30-1/2 cc, e o volume coletado por animal foi
80-100 uL. O LCR foi centrifugado por 5 minutos a 1,000 xg em microcentrifuga
refrigerada, aliquotado e imediatamente congelado a -70° C. No momento do uso, as
amostras de LCR foram diluidas 1/5 com tampao fosfato 0,1 M em solugdo salina (pH

7,4) e o resultado da dosagem multiplicado pelo fator de diluigdo.

2.3.1.2. Soro sangiiineo

Para obtencao de soro sangiiineo foram utilizados trés procedimentos diferentes de coleta
rotineiramente utilizados em nosso laboratorio:
I- O rato anestesiado com pentobarbital sddico foi decapitado, e o sangue total
recolhido em um tubo de ensaio. Apos coagulado o sangue foi centrifugado por

10 minutos a 2,000 xg, para separagao do soro dos constituintes celulares.

II- O rato anestesiado com pentobarbital sddico foi submetido a um pequeno corte
na ponta da cauda e o sangue total foi recolhido em tubos de microcentrifuga.
Apo6s a coagulagdo, o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 2,000 xg em

microcentrifuga refrigerada.

III- O rato anestesiado com pentobarbital sddico, foi submetido a pungdo cardiaca
transcutanea com seringa de insulina e agulha 26G 1/2, retirando-se um volume
sangiliineo de aproximadamente 450-500 puL. Uma vez coagulado o sangue foi

centrifugado por 10 minutos a 2,000 xg em microcentrifuga refrigerada.

O tempo de coagulacdo foi + 6 minutos e apds centrifugacdo do sangue para
obtencdo do soro, por quaisquer dos procedimentos de coleta, as amostras foram
congeladas a -70°C. A quantificacdo da proteina S100 no soro sangiiineo foi feita sem
dilui¢do da amostra.

2.3.1.3. Tecido cerebral

Os animais foram mortos por decapitacdo e o cérebro foi rapidamente dissecado

em uma placa de Petri, mantida sobre gelo. Foram dissecados hipocampo, cortex



cerebral e cerebelo, de onde foram obtidas fatias de 0,4 mm de espessura em Mcllwain
“chopper”. A partir das fatias foram feitas micro-fatias de 1 mm de didmetro, usando um
vazador inoxidavel. As fatias e microfatias foram mantidas em solu¢ao de NaCl 145
mM. Duas microfatias foram homogeneizadas em Iml de uma solugdo contendo Tris 20
mM (pH 7,4), NaCl 500 mM, EGTA 1 mM e PMSF 1 mM, com auxilio de uma seringa
de insulina aspirando e dispensando a amostra até completa dissolugdo. Estas amostras
foram diluidas 1/10 , 1/50 e 1/100 em solug¢dao similar sem PMSF e armazenadas no
freezer -70°C para o ensaio de imunoquantificagdo da proteina S100p.. Os resultados

obtidos foram expressos em pg S100B/mg de proteina total.

2.3.2. IMUNOQUANTIFICACAO DA PROTEINA S100p
2.3.2.1. Principio da reacio

O ensaio imunoluminométrico (LIA) para S1003 da Sangtec Medical, ¢ uma
reagdo que consiste de um “duplo sanduiche” de anticorpos. O imunoensaio ¢
constituido de trés anticorpos monoclonais anti-S100B3, sendo que um deles conjugado
com isoluminol (tracer) e os outros dois revestindo o tubo de poliestireno, a chamada
fase solida. Durante a fase de incubacdo, os anticorpos da fase so6lida imobilizam a
proteina S100B presente na amostra biolodgica (soro, plasma, tecido ou LCR) ou nas
solugdes padroes. Apds se adiciona o anticorpo conjugado com isoluminol que liga a
proteina imobilizada nas paredes do tubo. A reagdo imunoldgica ¢ detectada e
quantificada através da emissdo de fotons que ocorre pela forte oxidagdo do anel
aromatico do isoluminol resultando na liberagdo de N, , H,O e luz quando da adi¢do do
“iniciador”, que ¢ constituido de dois reagentes: Reagente 1: peroxido de hidrogénio em
solu¢do de hidroxido de sddio 4%; Reagente 2: uma solucdo catalitica com peroxidase.
Os anticorpos discriminam a subunidade 3 da proteina tanto na forma do dimero de
S100B ou dissociada como S100B. A representagdo esquematica da reagdo estd na

figura 3.
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Figura 3: Representacio esquematica da reacio



Desde que ha uma rapida emissdo de fétons que ocorre em +2 segundos apods ser
acrescentado o “iniciador”, os tubos de reagdo devem estar conectados ao detector do
lumindémetro, o qual expressa a medida de luz em RLUs (Relative Light Units), que por
sua vez ¢ diretamente proporcional a concentragdo de S100B nas amostras, solugdes
padrdes e controles. Utilizamos um lumindmetro da Ciba-Corning modelo Magic Lite
Analyzer II..

Em cada ensaio ¢ necessario que seja feito uma curva padrao sobre a qual serd
realizada a leitura das amostras. Uma curva de 05 pontos em duplicata foi feita a partir
de solugdes de proteina purificada de concentragao conhecida (0,1 pg/L -0,4 png/L - 2,0
pg/L - 8,0 ug/L - 20,0 png/L). As amostras em que a concentracdo final de proteina
S100B foi maior que 20,0 pg/LL eram diluidas em tampao fosfato (pH 7,4) com
albumina de soro bovino, e o valor obtido em uma nova dosagem foi multiplicado pelo
fator de diluigdo. Além disto, solucdes de concentragdo conhecida denominadas
controles alto (10,20 pg/L) e baixo (1,12 pg/L) eram acrescentadas ao ensaio, sendo
entdo quantificados como amostra. Na curva, a concentracao de proteina foi plotada

no eixo da abscissa e a emissao de luz (RLUs) no eixo da ordenada.

2.3.2.2. Efeito do Calcio, EGTA e Citrato na imunorreatividade dos anticorpos

Ao se ligar a ions calcio as proteinas S100 passam por mudangas
comformacionais que facilitam a interacao com as proteinas efetoras, portanto a ligacao
com este ion ¢ uma das etapas da regulacdo da atividade destas proteinas (Zimmer et al,
1995) .

Gongalves et al (1997) relataram que a imunorreatividade dos anticorpos anti-
S100B pode variar dependendo do estado ligante da proteina S100B. O kit LIA da
Sangtec Medical contém trés anticorpos monoclonais anti-S1003 denominados SMST
12, SMSK 25 e SMSK 28, capazes de discriminar a subunidade beta, mas nenhuma
informacao técnica € descrita sobre a influéncia do estado ligante de calcio da proteina
S100B sobre a imunorreatividade destes anticorpos.

Para testarmos a imunorreatividade dos anticorpos do kit Sangtec Medical
comparamos uma solucdo de proteina S100p de concentragdo 0,2 pg/L utilizada: (a)

isoladamente (b) adicionada de calcio (ImM) e (c) um quelante de célcio (EGTA ImM



ou Citrato de so6dio 0,8%). A imunorreagdo foi realizada em dois experimentos distintos

em condi¢des idénticas.

2.3.3. DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS

A concentragdo total de proteinas na amostra foi determinada pelo método de

Lowry et al (1951) utilizando-se albumina como padrao.

2.3.4. ANALISE DOS RESULTADOS

Na andlise estatistica foi utilizado o teste t pareado de Student de uma via e os resultados

expressos como média e desvio padrao.

3.RESULTADOS
3.1. PADRONIZACAO DA TECNICA DE QUIMIOLUMINESCENCIA
3.1.1. CURVA PADRAO

Uma curva padrao com 05 pontos em duplicata da proteina S100p purificada
em que a concentragdo varia de 0,1 a 20,0ug/L foi feita em cada experimento. As leituras
dos padrdes e controles e a representagdo de uma das curvas estao na tabela 2, figura 4. A
possibilidade de reagao cruzada dos anticorpos anti-S100 foi testada com uma solucao de
20 pg/L de S100A1, um membro da familia S100 de localizagdo neuronal, porém nesta
concentragdo nao houve reatividade cruzada (resultados nao apresentados).

Os coeficientes de variacdo intraensaio sdo de 6.4%, ¢ interensaio 4,0%
avaliados por intermédio de 02 solugdes padrao de concentragdo 1,12 pg/L e 10,20 pg/L
de proteina S100P dosadas em duplicata em 04 experimentos diferentes.

A curva padrdo demostra uma relacdo linear e proporcional entre as leituras
expressas em RLUs e as concentragdes da proteina S100B em todos os experimentos
quando se usa padrdes em duplicata. Os resultados em que os coeficientes de variagdo das

amostras dosadas em duplicata forem maiores que 10% foram descartados.



Tabela 2. Valores obtidos das leituras dos padroes e controles

Amostra  RLU  pg/L %CV Amostra  RLU ug/L  %CV
PA11 1406 0,100 Pd41 87106 8,000
Pd12 1311 0,100 MU paan sssss 8,000 1,1
Média 1359 0,100 Média 87847 8,000
P21 4513 0,400 PA51 219080 20,000
Pd22 4598 0400 06 PA52 222946 20000 12
Média 4555 0,400 Média 221013 20,000
PA31 21489 2,000
Pd32 22173 2000 18
Média 21831 2,000
Cul11 12559 1,148 Cul21 111511 10,134
Cul12 13690 1252 44  Cwl22 112290 10207 0.5
Média 13124 1,200 Média 111901 10,170

Nota: o “background” da reacao foi 4883 RLU
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Figura 4. Representacao grafica de uma curva padrao da proteina S100[3
Sobre esta curva, foram plotadas as médias das RLUs das amostras e controles, que devem

ser diretamente proporcionais a concentragao de proteina S100p.



O limite minimo de detec¢do da técnica foi testado usando 03 padrdes (0,01
png/L, 0,02 ug/L, 0,04 png/L) cujas concentragdes estdo abaixo do primeiro ponto da curva
padrdo (0,1 pg/L) usada rotineiramente. O valor minimo de deteccdo da proteina S100[ por
esta técnica de quimioluminescéncia foi considerado como sendo 0,02 pg/L. A tabela 3
representa as concentragdes testadas e os valores obtidos neste experimento. Amostras com
concentragdes de proteina S100B acima de 20,0 pg/L necessitam ser diluidas, pois as

leituras a partir deste valor deixam de ser lineares.

Tabela 3. Limite minimo de detec¢ao do ensaio imunoluminométrico

Concentragao Padrao Valor Obtido
0,04 ng/L 0,042 ng/L
0,02 pg/L 0,018 pg/L

0,01 pg/L 0,019 pg/L




3.1.2. EFEITO DO CALCIO, CITRATO E EGTA NO IMUNOENSAIO

Considerando que a immunorreatividade dos anticorpos poderia variar em
funcdo do estado ligante de Ca®" das proteinas ligantes de calcio (Gongalves et al, 1997),
foram testados os efeitos do célcio, acido etilenoglicol-tetra-acético (EGTA 1 mM) e do
citrato de s6dio (0,8%). Inesperadamente na presenca destes quelantes de Ca>” a formagéo
do complexo antigeno-anticorpo foi alterada de maneira que a quantificagdo da proteina
aumenta aproximadamente 2,5 vezes na presenca de EGTA e 3,7 vezes na de citrato de
sodio quando comparadas a solucdo padrdo de proteina utilizada sozinha. A adi¢do de
calcio 1mM reduziu a metade a imunorreatividade da amostra. A comparacgao destes efeitos

esta na Tabela 4.

Tabela 4. Efeito do Calcio, EGTA e Citrato na imunoquantificaciio
da proteina S100p por quimioluminescéncia

Experimento [ Experimento 11
Concentragao Concentragdo
de S100B (ug/L) de S1008 (ug/L)

Solugéo padrdo de

S1008 (0,2 pg/L) 0,203 0,198

Solugao padrio de

S1008 (0,2pg/L) 0,115 0,120

+Ca’" 1 mM

Solugao padrao de

S1003 (0,2ug/L) 0,429 0,470

+EGTA 1 mM

Solugdo padrao de
S100  (0,2ug/L) 0,628 0,506
+ Citrato 0,8%

3.2. IMUNOQUANTIFICACAO DA PROTEINA S100p EM LCR



Amostras de LCR foram coletadas de ratos machos de 05 meses (n=28) através
de pungdo da cisterna magna apds fixacao do animal em estereotdxico. O volume coletado
foi de 80-100 ul, e como critério para se considerar uma pungao bem realizada foi adotado
o aspecto visual do LCR; por este critério, as amostras sem contaminagdo com hemaceas,
isto ¢, com aspecto limpido e incolor sdo consideradas ideais para quantificacdo da
proteina S100P em ratos, pois resultou em amostras com uma concentracdo homogénea de
proteina e compativel com a literatura cujos niveis foram 1,5840,60 pg/L. Além do aspecto
visual, a concentracdo da proteina S100B “per se” ¢ um indicativo de dano tecidual no
procedimento de coleta (Huang 1996) . Tentativas de se coletar um volume maior de LCR
(120 - 140 pl) levam na maioria das vezes a obtencdo de amostras de aspecto hemorragico
e com concentragdes de S100B muito elevadas ou de aspecto limpido mas igualmente
elevada a quantificacao da proteina. A varia¢dao na concentracdo da proteina S100p3 no LCR

esta representada na Figura 5.



ng/L H
[
H
0 H = hemorragico
T H
20 +
oy
15 +
M =1,58
u dp=0,60
10 + p=0,
5 | B
[ |
G 384
0 | :
Volume coletado Volume coletado de
>100 uL (n=11) 80-100 uL (n=17)

[] Valores de LCR acima do limite de detec¢do (20,0 pg/L)

Figura 5. Imunoquantifica¢iao da proteina S1003 em LCR de ratos

Representa as concentragcdes de S100f encontradas no LCR de ratos, levando em
consideragdo o volume coletado e¢ o aspecto da amostra. Os grupos de dispersdao
demonstram que o volume coletado e o aspecto de LCR podem influenciar na quantificacao
da proteina S100B. A obtencdo de volumes acima de 100ul (representado em vermelho)

pode originar amostras hemorragicas (H) ou ndo, mas de quantificagcdo igualmente elevadas.

3.3. IMUNOQUANTIFICACAO DA PROTEINA S1008 EM SORO SANGUINEO



Como LCR e sangue sdo as principais amostras biologicas utilizadas para
imunoquantifica¢do da proteina S100p e diferentes métodos de coleta de LCR podem estar
associadas a variacdes na concentracdo da proteina (Huang et al, 1996), comparamos os
niveis da proteina com trés tipos de coleta de sangue para obten¢do de soro rotineiramente
utilizados em nosso laboratério, no que diz respeito a melhor maneira de se obter este
material para quantificar a proteina S100p.

Para a coleta de sangue e posterior obtengdo de soro em ratos, as técnicas mais
empregadas em nosso laboratorio sdo: (a) pung¢do intracardiaca (b) coleta apds um pequeno
corte na extremidade da cauda (c) decapitagdo. A concentragdo da proteina S100p em soro
sangiiineo de varia dependendo da técnica empregada para a obtencdo da amostra de
sangue, sendo que os niveis obtidos por decapitacao (8,346+5,377ug/L) foram maiores e
de menor reprodutibilidade, quando comparado a coleta da extremidade da cauda
(1,23240,994 pg/L ). A pungao cardiaca apresentou melhor reprodutibilidade, menor média
e desvio padriao (0,458+0,234 pg/L) (Figura 6) . As concentragdes no soro da proteina
S100pB obtida através de decapitagdo e corte da extremidade da cauda estdo acima dos
valores médios encontrados em LCR (1,577 pg/L) enquanto que a relagdo esperada seria

inversa, devido a proteina ter localizacdo principalmente cerebral (Shashoua et al,1984;

Zimmer & Van Eldick, 1987).
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Figura 6.. A concentracdo de S100p em soro sangiiineo depende do método de coleta
das amostras.
Comparando os niveis de S100B no soro utilizando trés diferentes técnicas de coleta

rotineiramente empregada em nosso laboratdrio, evidenciamos que o método de coleta

influencia a quantificagdo da proteina. (*P =0,01;** P =0,001;*** P =0,0001).

3.4. IMUNOQUANTIFICACAO DA PROTEINA S1008 EM TECIDO CEREBRAL



Ha uma importante variagdo dos niveis da proteina S100 entre diferentes areas
cerebrais, como cortex frontal, cerebelo e hipocampo de um mesmo rato. Os resultados da
quantificagdo da proteina nestas areas cerebrais pelo ensaio imunoluminométrico foram
convertidos em pg de S100B/mg de proteina total. Os maiores niveis de proteina S100(,
tanto relativo, quanto expresso em mg de proteina total, foram encontrados no cerebelo
(1,33+£0,41ng/L) seguido do cortex frontal (0,72+0,15ug/L) e hipocampo (0,49+0,13ug/L).
A analise estatistica, houve uma significancia entre os niveis de hipocampo e cerebelo
(P=0,03); enquanto que entre cerebelo e cortex tendem a ser diferente (P=0,07). As
concentragoes de S100f e suas respectivas distribuigdes cerebrais estdo representadas na

figura 7.
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Figura 7. Concentracdo de S100p em trés areas cerebrais.

Distribuicao da proteina S100p em trés areas cerebrais. Os niveis da proteina sdo:

> cerebelo > cortex > hipocampo (n=3).



Baseado no efeito inibitério (62%) da proteina S100B na fosforilagdo de GFAP
(Ziegler et al, 1998) e na sua colocalizacdo nos astrécitos nés avaliamos uma possivel
correlacdo entre a concentracdo da proteina e a fosforilagdo de GFAP em cerebelo, cortex e
hipocampo (Portela et al, 1998). Os niveis da proteina S1008 em hipocampo, cerebelo e
cortex comparados com a percentagem de fosforilagdo de GFAP nestas areas estdo

representados na Tabela S..

Tabela 5. Imunoquantificacio de S1008 e niveis de fosforilacio de GFAP
em fatias de cérebro de ratos.

S100B* Fosforilagio de GFAP"

Hipocampo 0,49 100
Cerebelo 1,33 42
Cortex 0,72 7

a - Imunoquantificacao de S100p expressa em pg/mg de proteina total (n=3).

b - Percentagem de fosforilagdo de GFAP em fatias de cérebro marcado com

32 P-fosfato (Rodnight et al, 1991)



4.DISCUSSAO

4.1. 0 METODO IMUNOLUMINOMETRICO DA Sangtec Medical

O crescente interesse clinico pela proteina S100p como marcador de lesao celular
cerebral propiciou o desenvolvimento de imunoensaios que nos permitem quantificar esta
proteina rotineiramente no LCR, plasma ou soro (Fagnart et al, 1988; Kato et al, 1982; Aurell
et al, 1989). Os estudos em LCR foram facilitados pela maior concentragdo da proteina tanto
nos individuos higidos como nos portadores de algum tipo de dano cerebral de origem
diversa (Fagnart et al, 1988; Nygaard et al, 1997). Por outro lado, a quantificagcdo da proteina
S1008B em soro e plasma foi prejudicada pela falta de sensibilidade das técnicas utilizadas, o
que levou Fagnart (1988) a afirmar que esta proteina normalmente ndo ¢ detectavel no soro
de individuos higidos. O aumento dos niveis de S100 no soro indica dano as células gliais e
alteragdo da permeabilidade da BHE, sendo proporcional a extensao da lesdo (Westaby et al,
1996; Rosen et al, 1998).

A utilizacdo de técnicas sensiveis e capazes de quantificar a proteina S100p em
soro ¢ plasma sdo necessarias para o uso clinico em larga escala, pois a obtengao de LCR
impoe dificuldades metodologicas e restricdes clinicas para seu uso rotineiramente, mas de
grande valor em estudos experimentais (Johnson, 1996).

Atualmente alguns grupos de pesquisa desenvolveram imunoensaios proprios
com a finalidade de quantificar sensivelmente a proteina S100p e estabelecer alguma
correlacdo entre os niveis da proteina e danos ao Sistema Nervoso; estes ensaios se baseiam
nas metodologias de ELISA e fluorimetria. (Green et al, 1997; Wiessmann et al, 1998).
Estes dois imunoensaios utilizam anticorpos monoclonais disponiveis comercialmente, o que
possibilita eliminar etapas como a purificagdo e marcacdo de anticorpos, importantes
variaveis que muitas vezes descartam o uso rotineiro de uma técnica. Nosso grupo adaptou o
principio da técnica ELISA descrita por Green (1998) e utilizamos a mesma metodologia
tanto para leitura colorimétrica como por emissdo de luz, porém estamos na fase

experimental de padroniza¢do da técnica.

Uma metodologia alternativa baseada em um ensaio imunoradiométrico (RIE)

desenvolvida pela Sangtec Medical e também disponivel comercialmente demonstrou que,



além dos inconvenientes provenientes da utilizacdo de materiais radioativos (Dudley, 1990)
nao consegue reproduzir a mesma sensibilidade dos imunoensaios de quimioluminescéncia
(Ingebritsen et al, 1997).

O kit comercial LIA-mat Sangtec 100 utilizado neste estudo ¢ baseado no
principio da quimioluminescéncia e tem como uma de suas principais caracteristicas a alta
sensibilidade caracterizada pelo baixo background da reagdo e utilizagdo do isoluminol como
molécula luminescente. A reacdo ¢ capaz de detectar concentragdes de 0,02 ng/L, portanto a
sensibilidade ¢ 15 vezes menor que a concentracio média no soro da populagdo de
individuos higidos (Hansson et al, 1998).

Mesmo sujeito a condigdes de temperatura ambiente e procedimentos nao
automatizados como pipetagem, centrifugacdo das amostras, lavagem dos tubos de reacdo e
aspiracdo, cujas variacdes intrinsecas podem afetar diretamente a reagdo, as curvas de
calibragdo feitas com o kit LIA da Sangtec Medical 100 demonstraram ser lineares, o que
assegurou a exatiddo em todos os experimentos, isto €, a emissdo de luz foi proporcional a
concentracdo da proteina na amostra. Para garantir a alta sensibilidade (0,02ug/L) desta
reacdo de quimioluminescéncia € necessario que ela seja lida contra um baixo “background”,
isso faz que as leituras inferiores a 0,1pug/L da curva de calibracdo, permanecam bem
definidas com relagdo a média e desvio padrdo. Considerando que os componentes do kit
estejam em condi¢des adequadas, a pipetagem e os tempos de incubacao devem ser seguidos
rigorosamente, sendo estas etapas de fundamental importdncia na manutengdo da
performance da reagdo e obtengdo de um baixo “background”.. Os coeficientes de variagdo
intraensaio (6,4%) foram maiores que o interensaio (4,0%), enquanto na maioria dos
trabalhos metodologicos para quantificagdo da proteina S100B a relagdo tem se mostrado
inversa (Green et al, 1997, Fagnart et al, 1988; Wiesmann et al, 1998). Entretanto, estes
trabalhos ndo utilizaram técnicas de quimioluminescéncia e estas variagdes encontradas em
nossos experimentos ndo afetaram a capacidade de detec¢do da proteina S100B e nunca
foram superiores a 10% garantindo a reprodutibilidade do imunoensaio. E importante levar
em consideracdo o limite maximo de deteccdo (20 pg/L) deste método para as amostras
como tecido cerebral, sangue ou LCR, em que se espera niveis elevados de S100p3, sendo

entdo necessario que se faca dilui¢des de forma que a leitura das amostras ocorra dentro da



faixa linear da curva de calibragdo; todavia a principal caracteristica desta reacdo de
quimioluminescéncia € a sua sensibilidade.

A estabilidade dos reagentes que compdem o iniciador (“starter”) de reacdo ¢
importante para o desenvolvimento da forte oxidagdo do isoluminol que resulta na emissao
de luz. A preparagdo destes reagentes deve ser feita 30 minutos antes de sua utilizagdo e
cuidados devem ser tomados na preparacao para que se evite a contaminagdo ¢ mantenha sua
atividade catalitica. A necessidade de um catalisador para as reagdes de quimioluminescéncia
que envolvem a oxidagdo do luminol e seus derivados como o isoluminol aumenta a
complexidade da reagdo e a possibilidade de interferentes, por isso alguns imunoensaoios
clinicos utilizam os ésteres de acridina como molécula luminescente, pois sdo facilmente
oxidaveis e ndo exigem nenhum catalisador (Dudley, 1990). Apesar da recomenda¢do do
fabricante de que se conservado em refrigerador (8° C) e ao abrigo da luz, o iniciador de
rea¢do uma vez preparado tem validade por uma semana, verificamos a perda de mais da

metade da atividade em 4 dias ap6s sua preparagao.

4.2. APROTEINA S1008 NO LCR DE RATOS

A coleta de LCR possibilita uma avaliagdo de eventos bioquimicos e
farmacologicos que ocorrem no espaco extra e intracelular do Sistema Nervoso Central.
Estes eventos podem ser resultado de uma atividade fisiologica ou resposta a algum tipo de
dano das mais diversas origens ao SNC (Michetti et al, 1979; Persson et al, 1988; Usui et
al, 1994; Nygaard et al, 1997; Green et al, 1997).

Para estudos em LCR de ratos o recurso mais disponivel ¢ a implantagao
cirirgica de um tubo na cisterna magna, que nos permite coletas sucessivas de um mesmo
rato e obtencdo de um volume de aproximadamente 190ul contra 10ul do ventriculo lateral
(Huang et al, 1996).

A quantidade de LCR obtido em nossas coletas pela puncao direta com agulha
30 1/2 na cisterna magna dos ratos foi variavel, sendo que na maioria das vezes coletas de
um volume acima de 100 ul inevitavelmente produziram lesdo; além disso esta técnica
dificulta as coletas sucessivas de LCR de um mesmo rato. Como o volume minimo
recomendado de amostra para quantificar a proteina S100B por esta técnica de

luminescéncia ¢ 100 pl, a diluicdo das amostras (1/5) se fez necessario para obtengao do



volume minimo para reagdo, mesmo quando ndo se esperava niveis acima do limite
maximo de detec¢ao da técnica .

A imunoquantificacdo da proteina S1008 no LCR e o seu aspecto visual, isto &,
presenca de hemdaceas nos permitiu avaliar a reprodutibilidade das coletas e a extensao do
inevitavel dano causado as meninges e tecido nervoso adjacentes pela puncao da cisterna
magna. O dano celular ao tecido nervoso foi menor sempre que um volume de < 100l foi
obtido e o aspecto visual do LCR era limpido, sugerindo que se possa provocar uma lesao
por aspiragdo sempre que volumes maiores de LCR forem coletados. Portanto, a
interpretagao de dados pode ser comprometida pelas variagdes obtidas na composicao do

LCR decorrentes dos procedimentos de coleta (Huang et al, 1996).

4.3. A PROTEINA S100p EM SORO DE RATOS

Recentemente Huang et al (1996) demonstraram que diferentes métodos
cirtrgicos de coleta de LCR em ratos podem estar associados a variagdes na concentragao
de proteina S100 e outros pardmetros para avaliar dano tecidual.

As trés técnicas de coleta de soro utilizadas em nosso laboratorio (decapitagao,
puncao intracardiaca e corte na extremidade distal da cauda) também demonstraram niveis
varidveis de proteina S100B, o que de certa forma sugere que se o procedimento de coleta
ndo for bem padronizado também pode levar a erros de interpretacdo de resultados, como
por exemplo, superestimar o contetido da proteina.

Os resultados da imunoquantificacdo da proteina S100B no soro de ratos
indicam que o melhor método de coleta de sangue entre os testados para se avaliar esta
proteina ¢ a pungao intracardiaca, pois demonstrou melhor reprodutibilidade e concentracao
inferior a0 do LCR (Huang et al, 1996) quando comparado a decapitagdo e corte na
extremidade distal da cauda.

Sugerimos algumas explicacdes para as diferencas na concentragdo de proteina
S100B decorrentes das coletas de sangue por decapitagdo e corte na extremidade distal da
cauda e quantificada por quimioluminescéncia. Na coleta por decapitacdo provavelmente as
amostras de sangue sao contaminadas com proteina proveniente do LCR, fracdes de tecido
cerebral e medula espinhal além do conteido procedente de linfocitos T. Quando a

amostra ¢ obtida da cauda outras fontes de S100B como melandcitos, adipocitos,



condrocitos e linfocitos poderiam contribuir para contaminagdo (Haimoto et al; 1987;
Kojima et al, 1997).

Outra possibilidade para estas diferengas seria a reagdo cruzada dos anticorpos
anti-S100p com outros membros da familia S100 distribuidos em varias células e tecidos
que poderiam ser liberados no espago extracelular e extravascular no momento da coleta

(Zimmer et al, 1995; Schéfer & Heizmann, 1996).
4.4. A PROTEINA S1008 EM TECIDO CEREBRAL DE RATOS

As amostras como tecido cerebral de ratos, em que se espera encontrar niveis
elevados de proteina S100B devido a sua localizagdo preferencial no Sistema Nervoso
Central, devem ser diluidas de forma que o resultado seja a nova leitura multiplicada pelo
fator de dilui¢do. As trés diluicdes testadas 1/10, 1/50, 1/100 foram capazes de trazer as
leituras das amostras de tecido cerebral para dentro do limite de deteccdo da curva de
calibracdo, mas os experimentos de imunoquantificagdo da proteina S1008 foram
realizados na dilui¢do de 1/50.

O contetido cerebral de S100B variou entre as regides investigadas (cerebelo,
cortex e hipocampo), refletindo possivelmente a atividade diferenciada da proteina nas
diversas regides cerebrais. Considerando a co-localizagdo celular da S1003 com GFAP, outra
proteina exclusivamente astrocitica, observamos que a fosforilagdo da GFAP ¢ maior em
hipocampo (Rodnight et al, 1991) justamente onde encontramos os menores niveis de S1003
uma proteina que inibe a fosforilagdo da GFAP nesta regido cerebral (Ziegler et al, 1998).
Desta forma no hipocampo a GFAP estaria mais fosforilada devido a menor concentragao de
S100pB. Entretanto ndo é possivel estabelecer uma relagdo inversa entre a concentragdo de
GFAP e S100B porque indubitavelmente a proteina S100f tem muitos alvos e muitas outras
funcdes além de modular os filamentos intermediarios em astrocitos. Além disso, o efeito
inibitorio da fosforilagdo de GFAP por S100B em outras areas cerebrais precisa ser melhor
estudado (Portela et al, 1998).

Kato et al (1990) demonstraram que a concentracdo de proteina S100B em
cerebelo ¢ a maior entre as areas cerebrais de ratos estudadas, o que podemos confirmar com

nossos estudos. Segundo esses autores os niveis da proteina no coértex aumentam com a



idade mas nunca superam os niveis do cerebelo. Uma diferenca entre as concentracdes de
cortex frontal e hipocampo foi encontrada em nossos experimentos quando comparado ao
estudo de Linnemann & Skarsfelt (1994), que demonstraram que o hipocampo tem niveis
maiores da proteina SI00P que no cortex frontal de ratos, ao contrario do que encontramos.
Por sua vez Linneman & Skarsfelt (1994) relataram que a proteina S100p diminui com o
aumento da idade em cortex frontal o que contraria os resultados descritos por Kato et al
(1990). A controvérsia nestes estudos torna evidente que uma melhor investigagdo sera
necessario, nado somente para identificar as causas destas variagdes da concentracdo de
proteina S100B, mas também esclarecer seus aspectos funcionais nas diferentes regides

cerebrais (Van Eldik & Zimmer, 1988).

4.5. A INFLUENCIA DO CALCIO, EGTA E CITRATO NA REACAO DE
IMUNOQUANTIFICACAO DA PROTEINA S100p

O reconhecimento da proteina S100B pelos anticorpos anti-S100p foi
influenciado pelo Ca2+, e pelo o uso de citrato de sddio (0,8%) e EGTA (1mM). A mudanga
da imunorreatividade de proteinas ligantes de célcio pode depender do seu estado ligante de
calcio. Esse fato foi descrito inicialmente para parvalbumina, calretinina, e calbindina
(Winsky & Kuznicki, 1996) e mais recentemente para proteinas como calmodulina,
calcineurina-f e S100B (Gongalves et al, 1997). H4 anticorpos anti-proteinas ligantes de
calcio cuja imunorreagao nao ¢ afetada pela presenga de calcio como, por exemplo, o
anticorpo monoclonal anti-S1003 SH-b1 da SIGMA, entretanto o clone SH-b4 ¢ afetado. Até
o momento havia se observado que na presenca de calcio alguns anticorpos tém sua
imunorreacdo favorecida. Os anticorpos, ou pelo menos um deles, que compdem o kit da
Sangtec Medical usado neste trabalho formam o complexo antigeno anticorpo mais
eficientemente na auséncia de calcio. Este fato alerta, mais uma vez, a importancia do estado
ligante de calcio no imunoreconhecimento destas proteinas, cujo desconhecimento pode
alterar a interpretagao dos resultados. Neste caso especifico, fica a observagdo de que a coleta
de material bioldgico na presencga de quelantes de calcio, como anticoagulantes, inibidores de
proteases ou antioxidantes, podem afetar a quantificagdo da proteina S100p com o kit da

Sangtec Medical.



Entretanto, a influéncia da presenca de interferentes quimicos e do calcio no
meio de incubagdo desta reacdo de quimioluminescéncia precisa ser melhor investigada em
amostras bioldgicas como soro, plasma e liquor, pois os experimentos realizados neste
trabalho utilizaram solu¢do padrao de S100p de concentragdo 0,2 ug/L diluida em tampao
fosfato adicionado de albumina de soro bovino. Portanto, nas condi¢oes estudadas, o uso de
uma Unica concentra¢do de proteina SI00 em um meio ndo bioldgico ndo nos permite “per
se” afirmar se a auséncia ou diminui¢do do célcio exclusivamente provoca um efeito
favorecedor da reagdo antigeno anticorpo. Ainda, se a maior imunodeteccdo obtida na
presenca de quelantes de calcio ¢ resultado da maior afinidade dos anticorpos da Sangtec
Medical, ou conseqiiéncia de reacdes inespecificas que de alguma maneira poderiam
superestimar a concentracdo da proteina S100f3. Finalmente, levando em consideragdo estas
observagdes, sugerimos que para imunoquantificagdo da proteina S100B as amostras
bioldgicas sejam coletadas sem aditivos, cujo grau de influéncia no imunoensaio precisa ser

melhor estabelecida.



5. APLICACAO CLINICA EM HUMANOS

5.1. Aumento da Proteina S1008 no Soro de Pacientes com Mielopatia
Associada ao Virus HTLV-I

Trabalho de investigacdo clinica envolvendo o Servigo de Neurologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Laboratorio Nobel-RIE e Departamento de
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude.

Participantes:

Departamento de Bioquimica: Luis V. Portela, Carlos A. Gongalves, Adriano Tort,
Roger Walz, Diogo O. Souza.

Servico de Neurologia do HCPA: Luis Nelson Fernandes.
Laboratorio Nobel-RIE: Eurico C. Neto

RESUMO:

Em cerca de 1% dos individuos infectados, o virus HTLV-I (human T cell
lymphotrofic virus Type I), um virus da familia dos retrovirus, causa uma doenca
inflamatoéria cronica do Sistema Nervoso Central chamada mielopatia associada ao HTLV-I
(do inglés HAM) ou paraparesia tropical espastica. Um importante pré-requisito para o
surgimento da doenca ¢ a proliferagdo de linfocitos CD4+ infectados com HTLV-I, sua
passagem através da BHE, a expressdo das proteinas virais no SNC e um aumento da
resposta imune dentro do SNC (Kitze & Brady, 1997; Izumo et al, 1997).

Inicialmente foi considerada uma doenca endémica em regides tropicais,
entretanto HAM tem sido diagnosticada em varias regides do mundo. Os sintomas clinicos
mais evidentes estdo relacionados com a destrui¢do de mielina e axonios ao longo da medula
espinhal, fraqueza progressiva nos membros inferiores associada com sinais piramidais e
distarbios autondmicos. Lesdes da substancia branca no cérebro, lesao de nervos periféricos
e doengas sistémicas também estdo associadas a esta doenga (Gessain et al, 1985; Molgard et
al, 1989; Osame et al, 1990).

Stanley et al (1994) relataram um aumento da liberagdo de citocinas incluindo
S100B decorrente da resposta imune no cérebro de pacientes infectados com o virus HIV

(também da familia dos retrovirus), sendo que esta reacdo imune provoca progressiva



neurodegeneracao e deméncia. Cartier et al (1997) descreveram um caso clinico de deméncia
associada ao virus HTLV-I referindo também altera¢des de neuroimagem.

Com o objetivo de se identificar um marcador neuroquimico que seja expresso
no sangue ¢ LCR antes do aparecimento de lesdes cerebrais ou desenvolvimento de HAM e
considerando que o virus HTLV-I também provoca um aumento da liberag@o de citocinas no
sangue ¢ LCR, medimos em um grupo de oito (08) pacientes diagnosticados com o HAM,
provenientes do Servigo de Neurologia do HCPA, os niveis da proteina S1003 no LCR e
soro por um ensaio de quimioluminescéncia. Houve um significativo aumento nos niveis da
proteina no soro de individuos com HAM, enquanto que a concentracdo no LCR ndo

demonstrou variagdo, como esté representado na Figura 8a, b.
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5.2. A Proteina S100 como Marcadora Bioquimica de Sindrome de

Down em Triagem Neonatal.

Trabalho de investigagdo clinica envolvendo o Servigo de Genética Médica do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e Departamento de Bioquimica do Instituto de
Ciéncias Bésicas da Saude.

Participantes:

Departamento de Bioquimica: Luis V. Portela, Carlos A. Gongalves, Adriano Tort,
Diogo O. Souza.

Servico de Genética Médica do HCPA: Roberto Giugliani

Laboratorio Nobel-RIE: Eurico C. Neto

RESUMO:

As medidas de prevencdo de defeitos congénitos t€ém despertado interesse nas
ultimas décadas, uma vez que as possibilidades de tratamento efetivo para a maioria das
doencas genéticas e mal formagdes congénitas ainda sdo limitadas. Entre essas medidas
destaca-se o diagnostico pré-natal de anomalias cromossdmicas, cuja incidéncia aumenta
com a idade materna e sdo responsaveis por 50% dos abortos espontineos. Uma das
anomalias cromossOmicas mais conhecidas ¢ a Sindrome de Down ou trissomia do
cromossomo 21 (T21) cuja incidéncia € 1 caso em cada 700 nascimentos (Becker et al, 1993;
Milunski et al, 1997).

Programas de diagnostico pré-natal de anomalias cromossomicas sdo utilizados
rotineiramente nas gestacoes acima de 35 anos de idade, esses programas se baseiam em
métodos invasivos como amniocentese e a coleta de vilosidades coridnicas. Embora
eficientes estes métodos baseados na coleta de material fetal tém algumas limitagdes como
perda fetal em 0.5 - 1 % dos casos e analise laboratorial demorada e custos elevados (Becker

et al, 1993; Milunski et al, 1997).



A proteina S100B ¢ codificada por um gene localizado em 21q22.2-q22.3,
exatamente a regido critica para a Sindrome de Down. De fato, altos niveis de S1003 tém
sido encontrados em cérebro de individuos com esta doenca e sua quantidade parece estar
relacionada ao grau de retardo mental (Marks & Alore, 1990).

Imunoquantificamos a proteina S100B em fluido amiotico de cinco (05) gestantes
previamente submetidos ao exame do cariotipo cujos resultados foram positivos para
Sindrome de Down, e cinco (05) amostras de fluido amniotico negativas ao exame do
cariotipo a quaisquer alteracdes cromossomicas. Os resultados demonstraram um
significativo aumento nos niveis da proteina S100p em gestantes com fetos portadores de
Sindrome de Down, como estd demonstrado na Figura 9.

Estamos desenvolvendo um projeto em conjunto com os servigos citados neste
trabalho para no futuro avaliar as variagdes dos niveis desta proteina também no sangue,

além do fluido amnidtico das gestantes que serdo submetidas a amniocentese.



@ Controles

BT 21

S$1008 pg/L

(P<0,05)

(0,99 +0,27 pg/L) (1,79 £0,47 pg/L)
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6.CONCLUSOES

1. Foi possivel estabelecer condigdes padrdes para o uso do imunoensaio por
quimioluminescéncia da Sangtec Medical para amostras biologicas de ratos e de

humanos.
2. O imunoensaio apresentou:

2.1. Uma curva padrdo linear e com alta reprodutibilidade, com pouca variabilidade entre

0S ensaios;
2.2. uma alta sensibilidade (0,02 pg/L) equivalente ou superior aos ensaios disponiveis.

2.3. alta especificidade para a subunidade beta. Nao apresentou reagdo cruzada com a
subunidade alfa, uma proteina com alta homologia e também presente no tecido

cerebral;

2.4. instabilidade dos reagentes que compdem o iniciador (“starter”) o que exige o uso

dentro de 24 horas apds o preparo;

2.5. uma interferéncia pela presenc¢a de citrato de sddio e EGTA nas amostras. A razdo e a
intensidade dessa interferéncia precisa ser melhor investigada. Por ora sugerimos o uso

de amostras sem esses aditivos.

3. A alta sensibilidade do imunoensaio por quimioluminescéncia permite avaliar o conteudo
de S100B em soro ou plasma sangiiineo, onde comumente outros imunoensaios

apresentam sensibilidade insuficiente.

4. Em ratos, a forma da coleta de sangue (pun¢do intracardiaca, decapitagdo e corte na
extremidade distal da cauda) afetou os valores finais do imunoconteudo de S100p.

Somente com a punc¢ao intracardiaca foram obtidos valores inferiores ao LCR.

5. O imunoconteutdo de SI100B variou entre as regides analisadas em ratos:

cerebelo > cortex > hipocampo.

6. A alta sensibilidade permitiu a quantificagdo em fluido amniético de humanos abrindo a
perspectiva de investigacdo do conteudo da proteina S100B como teste de triagem de

anomalia cromossomica (Sindrome de Down) em gestantes de alto risco.



7. A proteina S100p estd aumentada em fluido amnidtico de maes gravidas de fetos

portadores de Sindrome de Down.

8. Os niveis da proteina S100B em LCR de pacientes diagnosticados com mielopatia
associada ao virus HTLV-I ndo foram diferentes dos controles, entretanto no soro a

concentragcdo aumentou duas vezes quando comparado aos controles.

CONCLUSAO FINAL

O contetido de S100B quantificado por LIA mostrou sensibilidade, especificidade,
linearidade e reprodutibilidade, que permite a quantificagio da proteina em LCR, soro ou fluido
amnidtico e portanto possibilita o uso clinico e experimental da S1003 como marcador

bioquimico em muitas danos cerebrais.
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