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RESUMO

As proteinas S100 s&o uma familia de proteinas ligantes de Ca** com ampla
distribuicdo ao longo dos tecidos de vertebrados. O gene da proteina S100B esta
localizado no cromossomo 21, e ela é expressa principalmente em astrocitos, estando
envolvida em uma série de patologias, tanto do sistema nervoso central como em
tecidos periféricos. Nesta tese estudamos o papel da proteina S100B na sindrome de
Down, patologia genética que se origina da trissomia do cromossomo 21, bem como
seu potencial como marcador de dano do sistema nervoso, em pacientes com defeito
do tubo neural. Adicionalmente, procuramos demonstrar a presenca de fontes
extracerebrais de S100B.

Observamos um aumento da proteina S100B em liquido amniético de
gestacbes com fetos com sindrome de Down (1,24 pg/L; controles 0,69 ug/L), e
mostramos que este aumento esta associado com a idade gestacional. Também
relatamos um aumento da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) nas
gestacbes de fetos com sindrome de Down (16,16 U/mg/prot; controles 10,78
U/mg/prot) ; este efeito ndo foi correlacionado com a idade gestacional. Sugerimos que
a S100B e a SOD podem ser utilizadas como parametros adicionais na triagem pré-
natal para sindrome de Down.

Em relag&o aos niveis da S100B em soro de pacientes com sindrome de Down
(1,35 pg/L), confirmamos um aumento desta proteina em relacdo aos individuos
controle (0,38 ug/L). Este efeito, entretanto ndo é dependente da idade, como nos
individuos normais. Determinamos, pela primeira vez, o perfil ontogenético desta
proteina no soro destes pacientes. Este achado pode ser associado com as lesdes
neurodegenerativas presentes nos pacientes com sindrome de Down.

O estudo da S100B como marcador de dano em pacientes com defeito do tubo
neural (DTN; 0,860 pg/L) ndo revelou diferencas em relagdo aos individuos normais
(0,580 pg/L). Ainda, pacientes com DTN ndo apresentaram variacdo dos niveis da
proteina dependente da idade, como acontece nos individuos controle.

Por fim, estudamos o tecido adiposo como provavel fonte extracerebral de
S100B, correlacionando os niveis séricos com aqueles encontrados em LCR de ratos
submetidos a jejum, e sugerimos que a S100B tenha um papel no transporte de 4cidos

graxos.



1.INTRODUCAO



O fon célcio (Ca*") é um importante mensageiro celular, regulando uma
variedade de processos, incluindo secre¢éo, contracdo, metabolismo, divisdo
celular e crescimento celular. Nos ultimos anos tem sido demonstrado o papel
do calcio no desenvolvimento e manutencdo de estados patolégicos como
doencas vasculares, inflamacao, derrame, diabete, entre outros. E em nenhum
outro tecido, porém o papel do calcio € tdo multifuncional como no cérebro
(Mooren & Kinne, 1998).

As proteinas ligantes de Ca** agem como moléculas receptoras de Ca**
intracelular e levam a algumas mudancas nos niveis de Ca®" intracelular que
podem alterar funcdes celulares. Com base em propriedades estruturais, estas
proteinas podem ser divididas em 3 grupos: a) a superfamilia calmodulina —
S100 — troponina C, que contém dominios ligantes de Ca?* com alta afinidade
do tipo hélice-alca-hélice; b) aquelas contendo dominios ligantes de Ca*

hemolisina, e; ¢) a familia das anexinas (Zimmer e cols, 1995).

1.1- AS PROTEINAS S100

As proteinas S100 sdo uma grande familia multigénica de proteinas
ligantes de calcio, expressas exclusivamente em vertebrados e relacionadas
com diversas atividades intra e extracelulares (Donato, 2001). Elas sé&o
localizadas no citoplasma e/ou nucleo de uma grande variedade de tecidos,
tanto nervoso quanto ndo nervoso (Gonzalez-Martinez e cols, 2003). Ja foram
descritos cerca de 21 membros e, em conjunto, as proteinas S100 representam
o maior subgrupo da familia de proteinas ligantes de calcio do tipo hélice-al¢a-
hélice (Donato, 2003) (Tabela 1).

As proteinas S100 tém geralmente um baixo peso molecular (entre 9 e
13 KDa) contendo 2 sitios de ligacdo para o calcio, interconectados por uma
regido intermediaria, geralmente referida como regiao dobradica (Figura 1).
Cada motivo ligante de Ca®* compde-se de uma alca flanqueada por a-hélices.

Assim, hélices | e |l



TABELA 1- Proteinas da familia S100

. Papel . s Localizagao = . o x
Nome Papel intracelular extracelular Simbolo prévio cromossémica Func¢ao sugerida Associagcdo com doencgas
S100A1 Sim Sim S100a, S100a 1921 Regulac&o do metabolismo de energia cardiomiopatia
S100A2 Sim Sim S100L, CaN19 1921 Quemotaxia, supressao de tumor, fungdes nucleares céancer, supressao de tumor
S100A3 ND ND S100E 1921 Supressao de tumor, secre¢édo _
S100A4 Sim Sim f?:zL‘PQKa’ELQS’MTSI‘ 1921 Regula¢éo crescimento celular, diferenciacéo celular cancer, metastases
S100A5 ND ND S100D 1921 desconhecida _
S100A6 sim ND CAC_Y',2A9,PRA,CaBP, 1021 Tran;dugao de ~smal mtracel'ular, regulacao e liberacdo de cancer, _esclerose lateral
calciclina,5BP insulina, secrecao de prolactina amiotrofica
S100A7 Sim Sim PSOR1, psoriasina 1921 Diferenciacdo de queratindcitos cancer, psoriase
S100A8 Sim Sim CAGA,MRP8,CGLAMIF, 1921 Maturacdo das c_elulas’ n_uelmdes,adesao de neutrdfilos, inflamaco, fibrose cistica
NIF, apoptose, metabolismo acidos graxos
S100A9 Sim Sim EBAGB’CFAQ’MRPM’CG 1921 Maturacao das células miel6ides inflamagcé&o, fibrose cistica
S100A10 Sim Sim gﬁl}.éZl_Cpal[é] CLP1L, 1921 Atividade anti-inflamatéria,liberagdo de neurotransmissores | inflamagéo
S10011 Sim Sim S100C, MLN70 1921 Organizacao de endosomos, regulacéo da fosforilagédo céncer, doenca ocular
$10012 Sim Sim CAAF1,CGRP,MRP6 1921 Interagéo hospedeiro-parasita "l\‘;':c’)?:ﬁao' Ulcera de
S10013 Sim ND CAAF2 1921 Regulacéo da liberag&o de sinaptotagmine FGF-1 _
S10014 ND BCMP84,S100A7a 1921 _ transformag&o maligna
. . Regulacdo do metabolismo de energia, regulagéo do ciclo doenca de Alzheimer,sindrome
S100B Sim Sim S100B8, NEF 21922 celular ’ de Down, melanoma, esclerose
lateral amiotroéfica, epilepsia
repetin Sim ND _ 1921 Regulacéo da interac&o dos filamentos intermediarios _
S100z ND ND _ 5q12-q13 Funcao no baco e leucdcitos iggg?g;e em alguns
S100P ND ND S100P 4pl6 Funcéo na placenta cancer préstata, mama
calbindina Sim ND CALB3,IcaBP, CABP9K Xp22 Regulagéo da homeostase do Ca®* dejmenqa (iie vitamina D,
mineralizagdo anormal
profilagrina Sim ND S100F-P 1921 Regulacéo dos filamentos intermediérios -
tricohialina Sim ND S100F-T 1921 Regulacéo dos filamentos intermediarios -

ND - néo descrito
Adaptado de Zimmer e cols, 1995; Donato, 2003; Heizmann, e cols, 2003.




flanqueiam o laco 1 e hélices Ill e IV flanqueiam o lago 2. Algumas proteinas
S100 também ligam zinco (Zn?*), com relativa alta afinidade, e S100B e
S100A5 também ligam cobre (Cu?*). Os membros da familia S100 diferem uns
dos outros principalmente pelo tamanho da regido dobradica e da extenséo C-
terminal, sugerindo que estas duas regides tenham um papel na especificacao
da atividade bioldgica de cada uma das proteinas (Donato, 2003). Exceto pela
calbindina 9K, que é monomeérica, todas as outras proteinas S100 existem
dentro das células como homodimeros.

A maioria dos genes das proteinas S100 estdo localizados no
cromossomo 1. Elas tém alto grau de conservagcdo na sequéncia de
aminoacidos, na estrutura genémica e na estrutura tri-dimensional (Zimmer e
cols, 2003). A organizacdo estrutural dos genes das proteinas S100 é
altamente conservada, tanto num mesmo organismo guanto em espécies
diferentes (Heizmann e cols, 2003). Um gene tipico S100 é composto por 3
exons, onde o primeiro exon carrega a sequéncia 5’ ndo codificada.

A pesquisa sobre as proteinas S100 vem sendo impulsionada por uma
série de achados: a) a descoberta dos seus varios tipos e a identificagdo de
proteinas alvo das S100; b) a observacdo de que certos membros desta familia
sdo implicados ndo somente na regulacdo de atividades intracelulares
dependentes de Ca®", mas que também podem agir no meio extracelular em
tipos definidos de células; c) e a diferente expressdo de alguns membros em
células normais e tumorais (Donato, 2001).



1.2 - A PROTEINA S100B

As proteinas S100 foram descritas pela primeira vez por Moore, em
1965, como proteinas acidas, de baixo peso molecular, parcialmente solUveis
em sulfato de amodnia, em pH neutro. Originalmente se pensava que as
proteinas desse grupo eram homogéneas, especificas do sistema nervoso,
mas a caracterizacdo molecular mostrou que a S100B representava uma
fracdo heterogénea das proteinas ligante de Ca®', de baixo peso molecular,
gue nao sao restritas ao tecido nervoso (Jensen e cols, 1985).

A S100B tem um peso molecular de 21 KDa, existe como um
homodimero, consistindo de 2 subunidades B, onde cada monémero tem dois
sitios de ligagéo para o Ca**, mas que também podem ligar Zn** (Figura 2).

O gene da proteina S100B, diferente da maioria das proteinas S100,
esta localizado no braco longo do cromossomo 21 na regido 22.3. A S100B é
produzida primariamente pelos astrécitos, oligodendrocitos e células de
Schwann e representa cerca de 0,2% do total das proteinas cerebrais
(Heizmann e cols, 2002), tendo efeito autocrino e paracrino na glia, neurénios e
microglia. O seu mecanismo de secrecado ainda nado foi identificado, mas
postula-se que seja um mecanismo similar ao da secrecédo de outros fatores,
como o fator neurotréfico ciliar, interleucina 1o e 1p e o fator de crescimento
endotelial humano.

A S100B tem uma funcdo protetora, se estiver dentro da célula, em
niveis fisioldgicos. Entretanto, uma vez secretada, a sua concentracéo local &
que vai ditar seu efeito benéfico ou ndo. Concentra¢cdes nanomolares parecem
ter efeito neuroprotetor, enquanto concentracbes micromolares produzem
efeitos neurodegenerativos e/ou a inducao da apoptose (Donato, 2001).

A S100B é liberada constitutivamente por astrocitos e sua secrecao €
regulada pelos receptores serotoninérgicos do tipo 5SHT1A (Whitaker-Azmitia e
cols, 1990), e também por glutamato, adenosina (Ciccarelli e cols, 1999) e
acido lisofosfatidico (Pinto e cols, 2000; Goncalves e cols, 2002).



Figura 1 — Representacao esquematica da estrutura secundaria da proteina S100.
Cada alca (“loop”) ligante de Ca** (L1 e L2 na porcdo N- e C- terminal,
respectivamente) esta entre duas a-hélices (HI e HIl para L1 e HIlll e HIV para L2).
Uma regido de ligacdo (H) conecta a hélice Il a hélice Ill. Apos a hélice IV localiza-
se a porcao C-terminal da S100 (Donato, 2001).

Figura 2 — Estrutura do dimero de S100B sem ligacdo de Ca** (esquerda) e ligada
ao Ca** (direita). Um dos mondémeros de S100B estd em amarelo e o outro em
azul. As hélices estao indicadas por numeros romanos (I-IV em um mondmero, e
I'-IV’ no outro monémero). A ligacdo de Ca** a cada mon6émero de S100B causa a
reorientacdo da hélice Il relativa a todos as hélices com consequiente reorientacéo
da regigo de ligacdo (H). Os fons Ca** estdo representados por bolas rosa claro
nas alcas de ligacdo de Ca®" (L1, L2 em um mondmero, e L1’, L2’ no outro
mondémero). (Donato, 2001)



1.2.1 - O papel intracelular da S100B

Dentro do astrocito a S100B pode ser encontrada no citoplasma, em
associacdo com membranas ou proteinas do citoesqueleto (Bianchi e cols,
1996; Karl e cols, 2000; Sorci e cols, 1998) assim como no nucleo da célula,
participando de eventos como apoptose e regulacdo do ciclo celular (Millward e
cols, 1998; Scotto e cols, 1998). Esta ampla distribuicdo sugere seu
envolvimento em diversas funcgdes.

A S100B apresenta como funcgdes intracelulares:

1- Regulagéo da fosforilacdo de proteinas: em geral a S100B inibe a
fosforilagdo protéica, interagindo com substratos das cinases, isto é,
bloqueando o acesso das cinases ao substrato pertinente. Como exemplo,
podemos citar a inibicdo da fosforilagdo da p53, uma proteina supressora de
tumor (Donato, 2003).

2- Regulacéo da atividade enzimatica: a S100B estimula a atividade da
Ndr, uma proteina cinase importante na regulacao da divisdo celular; também
estimula a atividade da guanilato ciclase na retina, sugerindo que a S100B
tenha um papel na adaptacdo dos fotorreceptores ao escuro (Rambotti e cols,
1999); e trabalho de nosso grupo também mostrou que ela estimula a
calcineurina (Leal e cols, 2004).

3- Regulagdo da homeostase do Ca**: a S100Al e possivelmente a
S100B afetam diretamente o receptor de rionidina, estimulando a liberacéo de
Ca?" induzida por Ca?".

4- Modulacdo dos componentes do citoesqueleto: a S100B regula os 3
constituintes principais do citoesqueleto citoplasmatico glial, isto &,
microtubulos, filamentos intermediarios e microfilamentos. A S100B tem o
papel de evitar o excesso de polimerizagdo da tubulina e/ou remodelar os
microtGbulos pela elevacdo do Ca** citosdlico. A S100B atua diretamente na
polimerizacdo e na fosforilagdo (Donato, 2001) de filamentos intermediarios.
Ela se liga as proteinas associadas aos microfilamentos como a CapZ (actin

capping protein), afetando sua polimerizacéo (lvanenkov e cols, 1995).



1.2.2 - O papel extracelular da S100B

A S100B produzida nos astrocitos é secretada para o meio extracelular
por um mecanismo ainda ndo esclarecido, podendo atuar sobre outras células.
Recentemente, receptores de membrana RAGE (receptor para produtos de
glicacdo terminal avancada) foram identificados como sitios de ligacdo para
S100B em neurbnios, dando um primeiro indicio de como esta proteina age
extracelularmente (Schmidt e cols, 2000).

A S100B extracelular tem dois tipos de efeitos em neurdnios,
dependendo da sua concentracao:

1-Em concentragbes nM, ela favorece a sobrevivéncia de neurbnios e
estimula o crescimento dos neuritos; aumenta a sobrevivéncia dos neurdnios
durante o desenvolvimento; apds o dano, previne a degeneracdo do neurdnio
motor e estimula a fosforilagdo de ERK 1 e 2 em astrocitos (Donato 2001,
2003). Todas estas observacbes apontam para um papel neurotréfico da
S100B secretada, o que pode ser importante durante o desenvolvimento e
regeneracao nervosa. A atividade pro-sobrevivéncia da S100B extracelular e a
habilidade desta proteina de estimular o crescimento do neurito dependem da
translocacdo nuclear do NF-kB e da super expressdo do fator anti-apoptético,
Bcl-2, em neurdnios alvo, que por sua vez depende da ligacdo da S100B com
receptores RAGE.

2- Em concentragfes pM, ela tem efeitos toxicos, como morte neuronal
via apoptose. O aumento cronico da S100B produz morte neuronal por
apoptose, causando elevacao das espécies reativas de oxigénio, liberacdo de
citocromo C e ativacdo da cascata das caspases. Nado podemos esquecer a
possibilidade de que no meio extracelular, a S100B sofra oxidacdo e/ou
oligomerizacdo, evento favorecido pelas condicbes n&o redutoras, o que
favoreceria a toxicidade da S100B (Donato, 2001).

Sabe-se que o cérebro de pacientes com sindrome de Down, doenca de
Alzheimer e epilepsia do lobo temporal tem niveis elevados de S100B,
sugerindo que a S100B tenha um papel na patogénese de doencas
neurodegenerativas. Adicionalmente tem sido relatada uma associacao tanto
de microglia superexpressando interleucina-la e astrocitos superexpressando

S100B. Desta forma, a S100B secretada € vista como uma citocina, como a



interleucina-1, que promove a sobrevivéncia neuronal em baixas

concentragdes, mas é neurotoxica em altos niveis (Donato, 2001).

1.2.3 - A origem extracerebral da S100B

A S100B foi primeiramente descrita no tecido nervoso (Moore, 1965) e
por muito tempo considerada especifica do sistema nervoso central (SNC) e
sistema nervoso periférico (SNP). Porém, estudos subseqientes mostraram
gue a S100 é amplamente distribuida em varios tipos celulares em tecidos néo
neurais (Vanstapel e cols, 1986; Donato, 1986; Haimoto e cols, 1987). A S100B
ja foi descrita em: melandcitos, células foliculo estreladas da hipdfise,
linfonodos, linfécitos T, células mioepiteliais, células satélites da glandula
adrenal, células foliculares da tiredide, células pancreaticas, células dos tubulos
renais, células hepaticas, glandula mamaria (Moller e cols, 1978; Cocchia &
Michetti, 1981; Nakajima e cols, 1980; Stefansson e cols, 1982; Vanstapel e
cols, 1986; Zimmer e Van Eldik, 1987). Do mesmo modo, a S100B ja foi
descrita em diferentes espécies, incluindo rato, camundongo, boi, coelho e
porco, bem como em humanos (Kato e cols, 1983).

O papel extracerebral da S100B ndo € totalmente conhecido, mas
Haimoto e colaboradores (1985) mostraram mudancas na localizacdo ultra-
estrutural desta proteina no citoplasma de adip6citos maduros apés a
incubacédo do tecido com adrenalina, sugerindo um papel para esta proteina
como carreador de acidos graxos no tecido adiposo durante a lipdlise (Suzuki e
Kato, 1986).

Posteriormente, Cinti e colaboradores (1989) mostraram que a S100B
pode ser um bom marcador para diferenciar fibroblastos de pré-adipdcitos, o
gue é importante no estudo da obesidade. Em 2001, Atanassova mostrou que
a S100B é expressa em células gordurosas diferenciadas desde o principio do
desenvolvimento e da diferenciacdo dos adipdcitos, sugerindo que a proteina
provavelmente esteja envolvida na deposicao lipidica e na formacgédo das
células gordurosas durante o desenvolvimento embrionério. Ela pode ter um
papel importante no processo fisioldégico da sintese de triglicerideos e lipolise

nas células do tecido adiposo. Este achado é essencial para o estudo da



biologia dos adipocitos, do depédsito de lipidios e da formacdo da gordura
corporal.

Atualmente, muitos autores tém levantado a hipotese de que 0s niveis
séricos de S100B medidos em diversas patologias podem ter origem
extracerebral, e ndo exclusivamente cerebral, especialmente em pacientes
internados em unidades de tratamento intensivo (Anderson e cols, 2001; Kleine
e cols, 2003), o que recomenda maior cautela quanto ao uso da S100B sérica

como marcador de dano do sistema nervoso central.

1.2.4 — A associacgéo dos niveis de S100B com doencas
A proteina S100B tem sido associada com diversas patologias, como

podemos ver na tabela 2.

No estudo do papel da S100B nas diversas patologias, tem-se
quantificado seus niveis em diversos tecidos, entre os quais podemos relatar:

1) Tecido cerebral — diversos trabalhos mostraram altos niveis da

proteina, bem como do ARNm em tecido cerebral de diversas regides do
cérebro de pacientes com sindrome de Down (Mito e cols, 1993; Marks e
cols, 1996; Griffin e cols, 1998).

2) Liquido cefalorraquidiano (LCR) — o LCR foi o primeiro dos varios

fluidos no qual o papel da S100B como marcador de dano cerebral ativo foi
demonstrado (Michetti e cols, 1979; Persson e cols, 1987). Desde entéo
muitos estudos tem sido conduzidos, inicialmente em adultos e
posteriormente em criancas, e ficou estabelecido que altas concentracdes da
proteina indicam a ocorréncia de dano cerebral (Petzold e cols, 2003; Lamers
e cols, 2003).

3) Soro — Desde os trabalhos pioneiros em LCR, varios estudos foram
realizados para investigar a utilidade da S100B no sangue, tanto no soro
guanto no plasma, como marcador de dano cerebral, pois sangue € o fluido
mais amplamente utilizado em testes de laboratério. Os estudos sé&o
baseados na hipétese de que durante o dano cerebral ativo pelo menos parte
da S100B liberada do tecido danificado possa chegar ao sistema circulatério
(Persson e cols, 1987). A S100B foi medida basicamente nas patologias
mencionadas anteriormente (Wiesmann e cols, 1998; Gazzolo e cols, 1988;
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Tabela 2 — S100B e associagcdo com doencgas

GRUPO

REFERENCIAS

Doenca de Alzheimer

Mrak & Griffin, 2001
Peskind e cols,2001
Rothermundt e cols,2003

Doencas Psiquiatricas, exemplos:

esquizofrenia, depressao, Gilles de La

Tourette

Grabe e cols, 2001
Lara e cols, 2001
Van Passel e cols, 2001

Doencas Auto-Imunes, exemplo:
Lupus

Portela e cols,2002

Doencas Infecciosas, exemplos:
HTLV-1, meningite

Walz e cols, 2000
Gazzollo e cols, 2004a

Esclerose Lateral Amiotrofica

Sussmuth e cols, 2003

Doenca de Creutzfeld-Jakob

Nooijen e cols, 1997

Estresse

Margis e cols, 2005
Scaccianoce e cols, 2004

Paralisia Cerebral

Park e cols, 2003

Epilepsia

Griffin e cols,1995

Diagnostico Pré-Natal, exemplo:
sindrome de Down, defeito do tubo
neural

Anneren e cols, 1988
Abraha e cols, 1999
Michetti & Gazzolo, 2003




de Kruijk e cols, 2001; Kleine e cols, 2003; Park e cols, 2003; Snyder-Ramos
e cols, 2004). Poletaev (1996) mostrou inclusive aumento de anti-S100 no
soro de maes de pacientes com paralisia cerebral. Mas mais recentemente,
precaucao tem sido sugerida, pois outras fontes extracerebrais que liberam
S100B tem sido reconhecidas, como veremos posteriormente.

Os niveis de S100B podem ser correlacionados com a idade,
apresentando altos niveis ao nascimento, decrescendo consideravelmente na
primeira década de vida, e tendo novo pico na adolescéncia. Da mesma
forma, a S100B € correlacionada com o sexo, tendo niveis mais altos em
mulheres (Portela e cols, 2002; Gazzolo e cols, 2003a); e com a racga, tendo
sido mostrados niveis mais altos de S100B em individuos negros e asiaticos,
guando comparados com caucasianos (Abdesselam e cols, 2003).

4) Sangue de corddo — € importante monitorar os niveis de S100B no

sangue de cordao de gestacdes de alto risco, como no caso de fetos com
retardo de crescimento intra-uterino, nos quais um aumento dos niveis de
S100B podem indicar dano cerebral (Gazzolo e cols, 2000; 2002).

5) Urina - a necessidade de se dosar repetidas vezes os niveis de
S100B para se monitorar pacientes de alto-risco, principalmente prematuros,
para a ocorréncia de dano cerebral, fez com que novos procedimentos, menos
invasivos, de investigacdo se desenvolvessem. Desta forma, a urina se
mostrou um excelente fluido, visto que a meia vida da S100B é de
aproximadamente 120 minutos e ela é eliminada basicamente pelo rim
(Rothermundt e cols, 2003; Verity e cols, 2003; Jonsson e cols, 2000).

6) Placenta — Mariononi e colaboradores (2002) demonstraram que o0s
tecidos feto-placentarios também contém S100B, sugerindo que estes tecidos,
pelo menos em parte, sejam responsaveis pelo aumento da proteina
encontrada na circulagéo fetal.

7) Liguido amniotico (LA) - a procura de um constituinte do sistema

nervoso que pudesse ser usado para detectar patologias cerebrais pré-natais
no liquido amnidtico ndo € um dado novo. Alguns estudos jA demonstraram a
presenca de S100B em gestacdes com espinha bifida, bem como de morte
fetal (Sindic e cols, 1984; Anneren e cols, 1988). Estudos mais recentes
mostraram niveis de S100B em gestacfes com sindrome de Down, e sua

correlagado com idade gestacional (Portela e cols, 2000; Gazzolo e cols, 2001b).
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8) Leite materno - em 2003, Gazzolo e colaboradores (2003b)
mostraram a presenca de S100B no leite humano, salientando que seus niveis
sdo mais altos no leite (principalmente no leite maduro) do que em varios
fluidos, como sangue periférico, urina, LCR e LA, adicionando mais uma

ferramenta na investigacédo da funcéo desta proteina.

Considerando as enfermidades do sistema nervoso, a S100B ja foi
descrita como marcador de dano neural em diversas patologias, dentre as
guais podemos salientar:

1) Trauma cerebral: A maioria dos estudos demonstra relagédo entre a

concentracdo de S100B (sérica e no LCR) na fase aguda da doenca e o
prognoéstico. Nos traumas graves e leves, a S100B claramente fornece um
marcador confidvel para avaliacdo da gravidade (Rothermundt e cols, 2003). de
Kruijk e colaboradores (2001) mostraram que a S100B € um marcador Util para
dano cerebral em trauma meédio, e parece estar associada com vomito apos o
trauma. Lamers e colaboradores (2003) mostraram que a S100B esta
correlacionada com progndstico clinico.

2) Tumores: varios trabalhos mostram (Glianem e cols, 2001) a utilidade
da S100B como marcador para melanoma, podendo ser um marcador tumoral
para novas metastases (Harpio & Einarsson, 2004).

3) Isquemia: Desde que se demonstrou que a S100B estava aumentada
no sangue e no LCR apds dano cerebral traumatico em humanos, muitos
estudos tém pesquisado os niveis de S100B em varias condi¢cdes de isquemia
cerebral. Niveis aumentados de S100B no LCR foram correlacionados com o
prognostico e o tamanho do infarto em pacientes de acidente vascular cerebral
(Rothermundt ecols, 2003). O pico maximo da elevagdo de S100B se da 2-3
dias apds o evento. Recentemente, Gazzolo e colaboradores (2001a) relataram
niveis aumentados de S100 na urina de recém-nascidos pré-termo, indicando
hemorragia intraventricular. Estas medidas ainda requerem comprovacao
(Rothermundt e cols, 2003).

4) Permeabilidade da barreira _hemato encefdlica: Kanner e

colaboradores (2003) mostraram que a S100B estava correlacionada
diretamente com a extensdo da disfuncdo da barreira hemato encefalica,

sugerindo que S100B poderia ser um marcador de funcdo desta barreira.
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Adicionalmente, Marchi e colaboradores (2004) fizeram uma revisdo mostrando
que ndo somente a S100B, mas também a proteina fibrilar glial acida (GFAP),

uma outra proteina astrocitica, podem ser marcadores de dano a barreira.

1.3 - A SINDROME DE DOWN

A sindrome de Down (SD) foi a primeira anomalia cromossomica
autossdmica a ser definida clinicamente e a primeira a ter comprovada a
origem cromossdmica —resultado da trissomia do 21—; sendo a causa genética
mais comum para o retardo mental (RM). Como tal, tem sido o protétipo das
aneuploidias autossdmicas humanas e objeto de intensa investigacao clinica,
citogenética, epidemioldgica e molecular (Epstein, 2001).

A SD tem uma frequéncia ao redor de 1/800 recém nascidos (RN) vivos.
Contudo, estes individuos representam uma porcao relativamente pequena de
todos os conceptos com trissomia do 21, jA que mais de 80% dos casos
morrem intra-atero, o que corresponde de 1-2% de todos os abortos
reconhecidos (Hassold & Jacobs, 1984). Desta forma, a trissomia do 21
também é uma importante causa de perda gestacional.

Clinicamente, estes pacientes podem ser diagnosticados ao nascimento
ou logo apds, pelas caracteristicas dismérficas que, apesar da variabilidade
individual, sempre produzem um fendtipo caracteristico. Estes pacientes
apresentam braquicefalia, braquidactilia, maos largas, pregas epicanticas,
clinodactilia do quinto dedo, ponte nasal achatada, hipotonia, frouxidédo
ligamentar, retardo mental, boca aberta, baixa estatura (Roizen & Patterson,
2003). As principais malformac¢des (MF) associadas sao: cardiacas, que sdo 40
vezes mais frequentes na sindrome de Down (MF atrioventriculares, defeito
septal ventricular, permanéncia do ducto arterioso, tetralogia de Fallot), MF do
trato gastro intestinal (atresia do eso6fago, atresia duodenal, pancreas anular),
problemas hematoldgicos (1% dos pacientes com SD desenvolvem leucemia,
uma taxa 20 a 50 vezes maior que a populacdo normal) e oncoldgicos, do
sistema imune e anormalidades enddcrinas. A expectativa de vida para os
pacientes com SD, nos EUA, aumentou de 25 anos, em 1983, para 49 anos em
1997 (Yang e cols, 2002).
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As caracteristicas dismorficas sdo de importancia clinica, mas a principal
condigéo clinica é o RM. O cérebro, como estéa envolvido na cognigcéo e outras
funcdes mentais altamente integradas, parece o O0rgao mais vulneravel aos
efeitos deletérios da aneuploidia autossémica, independente do cromossomo
envolvido. Adicionalmente aos efeitos sobre a inteligéncia e o controle do tonus
muscular, no inicio e por toda a vida, a trissomia do 21 também é associada
com o processo de neurodegeneracdo durante a vida adulta. Este processo,
que é patologicamente semelhante ao da doenca de Alzheimer (DA), resulta
em mudancas patologicas significativas no cérebro e pode comprometer ainda
mais as fun¢des mentais ja afetadas.

Os recém-nascidos com sindrome de Down, com excecao da profunda
hipotonia, tém comportamento aparentemente normal. O retardo no
desenvolvimento geralmente se torna Obvio durante os primeiros meses de
vida e os marcos do desenvolvimento geralmente estdo atrasados. No inicio, o
atraso é de 2 meses (para rolar na cama, transferir objetos), chegando
posteriormente a 1 ou 2 anos para fungdes que normalmente aparecem aos 2
anos.

A maioria dos erros que levam a trissomia 21 se devem a erros no ovo,
pois cerca de 90% dos casos envolvem um cromossomo materno adicional,
sendo a nao-disjuncdo o mecanismo mais frequente. As causas da nao-
disjuncdo nao sao totalmente conhecidas. Alguns estudos mostram uma
associacdo com algum polimorfismo em genes que codificam enzimas do
metabolismo do folato (Hobs e cols, 2000; Hassold & Sherman, 2000).

A associacao entre idade materna e trissomia do 21 € o fator etiologico
mais importante da doenca. Entre mulheres com mais de 25 anos,
aproximadamente 2% de todas as gestacdes reconhecidas sao trissomicas,
mas nas mulheres com mais de 35 anos este valor aumenta para 10% e aos 42
anos este valor estad acima de 33% (Hassold & Chiu, 1985).

O estudo do cromossomo 21 (Hattori e cols, 2000) permite reconhecer
225 genes, mas estima-se que o cromossomo 21 tenha 329 genes. Existem
grupos de genes que estdo envolvidos nas mesmas rotas metabdlicas ou
sistemas biolégicos (Roizen & Patterson, 2003; Hattori e cols, 2000). O
cromossomo 21 é o menor dos autossomos e constitui aproximadamente 1-

1,5% do genoma haploide. E um cromossomo acrocéntrico, com dois bragos e
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0 centrébmero préximo a extremidade. Os genes do brago curto parecem nao
ser essenciais para o desenvolvimento. A maior parte do cromossomo 21 é o
braco longo, que é essencial para o desenvolvimento normal. Cerca de 41%
dos genes ndo tem funcéo identificada. Estudos mais recentes que realizaram
correlacao fenétipo-gendtipo sugerem que uma sub-regido 21q pode conter 0s
genes criticos e desta forma deve ser o foco dos esfor¢os de estudo. Estes
estudos levaram a proposicao de que existe uma regiao de cerca de 4Mb entre
os marcadores DS1S17 e ETS-2 que, se triplicada, é responsavel pelas
caracteristicas clinicas da sindrome de Down. Esta regido foi nomeada DSCR
(do inglés Down syndrome critical region) (Antonarakis, 1991) e é mapeada no
cromossomo 21qg regido 22.3. Alguns genes presentes nesta regidao e
importantes para nosso trabalho s&o: proteina precursora amildide (APP),
superoéxido dismutase (SOD) e S100B (Engidawork & Lubec, 2001).

Estudos de ressonancia magnética mostram que individuos com SD
desenvolvem sinais de envelhecimento cerebral em estagios precoces, com
aumento da dilatacdo dos ventriculos e aumento da atrofia periférica. Estudos
funcionais também mostram aumento da permeabilidade da barreira hemato-
encefélica (Roizen, 2001). O cérebro dos pacientes com sindrome de Down é
caracterizado pela reducdo de peso, diminuicdo do niumero e da profundidade
dos sulcos do cortex, heterotipias neuronais e diminuicdo do numero de
populacfes neuronais especificas, como as células ganglionares. A expressao
alterada de proteinas, que funcionam desde a sinalizagdo até a organizacao
estrutural celular, pode contribuir ou refletir a disgenesia cerebral na SD. A
sindrome de Down esta associada com falha no desenvolvimento seguido por
um processo de neurodegeneracao (Engidawork e cols, 2003).

O diagndstico da SD pode ser realizado ainda no periodo pré-natal pela
analise cromossémica do liquido amniético ou da vilosidade coridnica. O
diagnoéstico pré-natal (DPN) para anomalias cromossdmicas foi introduzido
originalmente em 1970, e era inicialmente restrito a amniocentese no 2°
trimestre. Hoje em dia, existem testes de triagem pré-natal realizados no
sangue materno, ainda no 1° trimestre, seguidos de exames confirmatorios.
Esforcos sdo concentrados em melhorar a sensibilidade e especificidade da
triagem, para diminuir o numero de mulheres necessitando de testes invasivos,

como a amniocentese e a coleta de vilosidade coribnica. Também se pode

16



realizar triagem através da medida da espessura da nuca, por ultra-sonografia.
Testes com células fetais na circulagdo materna ainda estado sob estudo (Wald
e Hackshaw, 2000).

1.3.1 - A sindrome de Down e a S100B

Em 1990, Allore e colaboradores mostraram que o0 gene que codifica a
S100B esta localizado no cromossomo 21 e propuseram que ele seria uma
sequéncia candidata para as desordens neurolégicas na SD. Em 1989, Griffin e
colaboradores ja haviam demonstrado a expressdo aumentada da S100B em
tecido cerebral de individuos com sindrome de Down, correlacionando este
aumento com a elevacdo concomitante de interleucina-1 (IL-1), fazendo assim
a correlacdo com a doenca de Alzheimer. Estudos posteriores mostraram que o
ndmero de astrécitos imunorreativos a S100B no cerebelo de individuos
controles e com SD diminui durante a infancia, mas existe um aumento do
ARNmM e da proteina nesta fase, sugerindo que uma inducédo desta proteina
ocorra em astrocitos individuais neste periodo, 0 que € consistente com a visédo
de que a S100B é um marcador de maturagdo astrocitaria. O aumento da
S100B no cerebelo, em relacdo aos controles é consistente com o efeito de
dosagem de gene (Mito e cols, 1993; Marks e cols, 1996).

Em 1998, Griffin e colaboradores mostraram aumento da expressao de
S100B em tecido cerebral de pacientes com SD, desde as 17 semanas de
gestacdo até os 68 anos, tendo os astrécitos de individuos com sindrome de
Down expressado o dobro de S100B em relacdo aos controles. Foi levantada a
hipotese de que a S100B aumentada contribuiria para a patogénese da
anormalidade dendritica e 0 RM caracteristico da SD. Varios estudos em ratos
transgénicos mostraram que o aumento do nimero de copias de S100B esta
associado com anormalidades comportamentais e dificuldades de aprendizado
(Friend e cols, 1992; Gerlai e cols, 1993, 1994,1995).

Com os avancos médicos, houve um aumento na expectativa de vida
dos individuos com sindrome de Down. Este aumento na expectativa de vida
levou ao aparecimento de uma populagdo mais velha de individuos com SD e
com isto os problemas do envelhecimento precoce e da deméncia. Estes
pacientes desenvolvem uma deterioracdo mental progressiva, aléem do RM

presente ao nascimento (Wisniewski e cols, 1985).
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Embora a associacdo da SD com deméncia tenha sido notada ha mais
de 100 anos (Fraser, 1876), somente nos ultimos 20 a 25 anos é que se
reconheceu que a maioria dos pacientes com sindrome de Down, que vivem
além dos 40 anos, apresenta lesdes patologicas no cérebro, que parecem
imitar a DA (Mann, 1988), sendo a SD, desta forma, considerada um modelo
natural para a investigagdo da patogénese e da progressdo da doenca de
Alzheimer (Cork, 1990). O que se postula atualmente € que uma combinacao
de fatores contribui para a neuropatologia da doenca de Alzheimer na SD,
sendo que o aumento da S100B precede em décadas o aparecimento das
mudancas tipicas da DA. Esta super-expressao da S100B junto com 0 aumento
da B-APP (outra proteina cujo gene também esta presente no cromossomo 21)
parece contribuir para as mudancas neuropatoldégicas da DA vistas na
sindrome de Down (Griffin e cols, 1998). A hip6tese proposta por Royston e
colaboradores (1999) sugere que a S100B induz uma super-expressao da B-
APP, que levaria a um acumulo de placas amildides, que por sua vez levariam
a uma reacao glial, e esta reacéo resultaria num posterior aumento de S100B,
criando assim um ciclo. Esta proposta coloca o processo glial como tendo um
importante papel no acimulo e na evolugdo das placas, e assim na evolugédo
da doenca.

Fatores adicionais devem estar envolvidos no inicio da deméncia na SD
como o gendtipo APOE, o sexo e a influéncia do estrogeno (Schupf, 2002;
Head & Lott, 2004). Adicionalmente, existem outros fatores a serem
considerados, como uma disfuncdo do sistema imune, intrinseco a SD, que

pode ocorrer ou ser exacerbado ap0s 0s processos neurodegenerativos.

1.3.2 - A Sindrome de Down e a atividade da enzima superoxido
dismutase

A enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD-1), cujo gene
também esta presente no cromossomo 21, € um membro da familia de metalo
proteinas, amplamente distribuida nos tecidos de mamiferos, que tem um papel
importante na protecdo da célula contra derivados téxicos de oxigénio,
convertendo o anion superoxido em peroxido de hidrogénio, que é entéo
convertido em agua pela catalase ou pela glutationa peroxidase. A SOD é

geralmente vista como uma enzima protetora.
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SOD
2H" + 20, —> H,O, + 0O,

\L Catalase

H,O + 0O,

Experimentos em modelos de ratos transgénicos com superexpressao
de SOD-1 ajudaram a elucidar o papel desta enzima na patogénese do
neurodesenvolvimento e nas anormalidades neurodegenerativas da sindrome
de Down. No SNC, uma das principais conseqiéncias da superexpressao de
SOD-1 é um dano na estrutura dos terminais sinapticos e na proliferacdo dos
neuritos distréficos. Muitos estudos tém relatado que a SOD-1 esta aumentada
em individuos com SD em cerca de 50% em relacdo aos controles, tanto em
tecido cerebral fetal quanto em fibroblastos. O liquido amniético de gestacdes
afetadas pela SD também mostra altos niveis da atividade da SOD (Baeteman
e cols, 1985), e Ognibene e colaboradores, em 1999, mostraram um aumento
da SOD no soro de maes com gestacdes carregando fetos com sindrome de
Down, dados estes confirmados posteriormente por Cuckle & Arbuzova (2000).

Na SD onde ha um aumento de SOD sem aumento correspondente de
catalase e glutationa peroxidase. O aumento da expressédo de SOD pode levar
ao aumento de perdxido de hidrogénio, que é tbxico, podendo gerar mais
radicais hidroxil.

Os resultados dos estudos com SOD sugerem que o dano oxidativo
possa contribuir para a neuropatologia e, por sua vez, para o déficit cognitivo

que ocorre na sindrome de Down.
1.4 — OS DEFEITOS DO TUBO NEURAL
Os defeitos do tubo neural (DTN) correspondem a uma série de

anomalias congénitas com alta morbidade e mortalidade. Constituem uma das

malformacdes mais frequentes na espécie humana, acometendo anualmente
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pelo menos 300.000 recém-nascidos no mundo. O desenvolvimento e
fechamento do tubo neural sdo normalmente concluidos ao redor do 28° dia
apos a concepc¢ao, muito antes da maioria das mulheres perceberem que estédo
gravidas. Aceita-se que os defeitos do fechamento do tubo neural sé&o
causados pela falha do tubo neural em se fechar, embora também tenha sido
sugerido que um tubo fechado possa reabrir posteriormente em alguns casos.
Tem sido proposto que em humanos, assim como em camundongos, O
fechamento do tubo neural ocorre de forma simultanea em varios sitios e que
os defeitos diferem dependendo do sitio no qual a falha ocorreu. Os defeitos
mais comuns sao a anencefalia e a espinha bifida. Ambos apresentam elevada
mortalidade intra-utero, causando frequentemente interrupcdo da gestacdo. A
anencefalia € uma malformacéo letal devido a falha de fechamento superior do
tubo neural. Compreende a auséncia da calota craniana e de ambos os
hemisférios cerebrais. Os defeitos do tubo neural envolvendo a espinha séo
segmentares, e sdo chamados de espinha bifida (Van Allen e cols, 1993). Na
espinha bifida oculta, um dos arcos vertebrais ndo se fechou, mas
externamente ndo ha lesdo aparente. Em contraste, espinha bifida cistica tem
um defeito externo visivel. A meningocele (10% das espinhas bifidas cisticas)
geralmente é coberta por uma camada de pele, enquanto a mielomeningocele
envolve diretamente e medula espinhal.

Os DTNs sao considerados uma das malformagdes congénitas com
maior prevaléncia em recém nascidos. Dados do Estudo Colaborativo de
Malformacbes Congénitas (ECLAMOC), programa que abrange
aproximadamente 70 hospitais na América Latina, indicaram para o periodo de
1982 a 2000 uma prevaléncia de anencefalia de 6,89 por 10.000 nascimentos,
de espinha bifida de 7,96 por 10.000 nascimentos e cefaloceles de 2,06 por
10.000 nascimentos. A prevaléncia de DTN ao nascimento tem caido nos
altimos anos, principalmente devido a difusdo de técnicas de diagnostico pré-
natal e a consequente interrupcao da gestacao nos casos positivos.

Os DTNs apresentam etiologia multifatorial, isto €, sdo causados pela
combinacdo de fatores genéticos e ambientais. O &cido fdélico (folato ou
vitamina B11), apresenta um papel importante na etiologia dos DTN. Smithells
e colaboradores (1976) relataram pela primeira vez deficiéncia de folato em

mulheres que apresentavam filhos com DTN e sugeriram que o uso de &cido
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félico periconcepcional poderia prevenir o risco de recorréncia dessas
malformacdes (Smithells e cols, 1980). O folato é um importante substrato para
o metabolismo da homocisteina e um disturbio deste metabolismo na gestante
pode desempenhar um papel relevante nos DTNs. Apds ter sido relatado que
mulheres que tiveram um feto ou recém nascido afetado por DTN tinham niveis
aumentados de homocisteina, pesquisadores centraram no estudo do ciclo
metabdlico no qual a homocisteina sofre remetilagcdo para metionina. Varios
genes foram estudados, entre eles o gene que codifica a enzima 5,10-metileno
tetraidrofolato redutase (MTHFR). Mutacgdes neste gene tém sido relacionadas
com um aumento do risco para defeitos do tubo neural. Estudos randomizados
indicam que pelo menos metade dos casos de DTN podem ser prevenidos se
as mulheres consumirem quantidades suficientes de acido folico antes da
concepcao e durante o periodo inicial da gestagéo (Botto e cols, 1999).

O diagndéstico pré-natal para DTN inclui a triagem para alfa-fetoproteina

no soro materno e ultra-sonografia.

1.4.1 Os defeitos do tubo neural e a S100B

Em 1980, Sarkar e colaboradores relataram que as células do liquido
amniético de fetos com DTN eram maiores em tamanho, tinham rapida
aderéncia e que deveriam ter um potencial valor diagnostico. Estudos
posteriores em liquido amnidtico mostraram aumento nos niveis de S100B no
liguido amnidtico de gestacdes com fetos apresentando defeito do tubo neural
(Sindic e cols, 1984; Anneren e cols, 1988). No entanto, ndo ha registro de

estudo sobre os niveis de S100B no soro destes pacientes.
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2.0BJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar o contetdo da proteina S100B em pacientes com sindrome de
Down e com defeitos de tubo neural, e estudar suas provaveis fontes

extracerebrais.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 S100B em liguido amniotico

2.2.1.1 Avaliar o potencial da proteina S100B em liquido amniético como
provavel marcador para sindrome de Down;
2.2.1.2 Avaliar o potencial da enzima superdoxido dismutase em liquido

amniético como marcador pré-natal para sindrome de Down;

2.2.2 S100B em soro

2.2.2.1 Avaliar o papel da S100B em soro de pacientes com sindrome de
Down;

2.2.2.2 Avaliar os niveis séricos da proteina S100B em pacientes com
defeito de tubo neural;

2.2.2.3 Estudar a ontogenia da proteina S100B nos pacientes com
sindrome de Down e em pacientes com defeito do tubo neural, comparando

com individuos normais;

2.2.3 S100 e liberacéo periférica
2.2.3.1 Estudar o efeito do jejum sobre os niveis de S100B.
2.2.3.2 Estudar a liberagdo de S100B induzida por adrenalina em

adipdcitos dissociados de ratos.
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Abstract

Objectives: We measured S100B levels and superoxide dismutase (SOD) activity retrospectively in amniotic fluid samples from

pregnancies with normal and Down syndrome (DS) fetuses.

Design and methods: Samples from 26 normal and 71 Down syndrome fetuses were studied. SI00B protein levels were determined
using LIA-mat Sangtec kit, and SOD activity was measured with the RANSOD Kkit.

Results: We observed significantly higher levels of S100B in the Down group (median of 1.24 ng/l) than in the control group (median
0.69 pg/l). S100B concentration in DS samples increased from the 13th to the 18th week of gestation and was positively correlated with
gestational age. The amniotic fluid SOD activity in the DS group (16.60 U/mg/prot) was significantly higher than in the normal one (10.78 U/

mg/prot).

Conclusions: This study indicates that S100B and SOD in amniotic fluid could be used as additional parameters for prenatal screening of
trissomy 21 and that S100B values are associated with the gestational age.

© 2003 The Canadian Society of Clinical Chemists. All rights reserved.

Keywords: S100B; Down syndrome; SOD; Chromosome 21; Prenatal diagnosis; Amniotic fluid

Introduction

Down syndrome (DS) is the most common chromosome
abnormality associated with mental retardation, neurological
compromise, and many other problems. Knowledge of the
pathological mechanism involved in DS is far from com-
plete, but overexpression of genes in chromosome 21 is
considered to be the central point for the DS phenotype [1].
The incidence of DS increases with maternal age, and
advanced maternal age (over 35 years) is presently a
common indication for prenatal diagnosis of this chromo-
some anomaly [2]. However, as the vast majority of babies
are delivered by women <35 years of age, about 75—-80%

* Ethical approval (200258, UFRGS).

* Corresponding author. Rua Euripedes Monteiro Duarte 10/305, Porto
Alegre, RS 90830-250, Brazil. Fax: +55-51-33165540.

E-mail address: cristina.netto@ufrgs.br (C.B. Netto).

of all infants born with DS are from young mothers [3], not
included in high-risk groups for prenatal diagnosis.

It has therefore been suggested that prenatal screening
programs that facilitate the detection of pregnancies at
increased risk for DS should be performed during the first
and/or second trimester in all pregnant women, irrespective
of their age [4,5]. Most of these programs are based on the
measurement of biochemical markers in maternal blood,
including alpha-fetoprotein, unconjugated estriol, human
chorionic gonadotrophin, inibin-A, pregnancy-associated
plasma protein A, and the free beta subunit of hCG, with
or without first trimester nuchal translucency measurement
[4-6].

Two putative markers, S100B protein and superoxide
dismutase 1 (SOD-1), are mapped at the 22.2—22.3 region
of the long arm of chromosome 21, a critical region in the
development of Down syndrome. S100B is a calcium-
binding protein expressed and secreted by astrocytes in both
developing and mature nervous system [7]. It has an

0009-9120/$ - see front matter © 2003 The Canadian Society of Clinical Chemists. All rights reserved.
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Fig. 1. Concentration of S100B in amniotic fluid for 26 controls and 71
Down syndrome pregnancies. Data are expressed as median and
interquartile range. The difference between groups was statistically
significant (P < 0.001).

intracellular putative role in the modulation of cytoskeleton
and cell cycle. Extracellular SI00B is possibly involved in
survival and neural plasticity [7—9]. SOD is a member of a
family of metallo-proteins, widely distributed in mammalian
tissue, which plays a major role in protecting the cells
against toxic oxygen derivatives, converting superoxide
anion into H,O,. Some evidence suggests that these proteins
could be involved in the pathology of the neurodegenerative
disease associated to DS [10].

In order to verify a possible increase of SI00B content
and SOD activity and its involvement in prenatal screening,
its content on the amniotic fluid was measured retrospec-
tively in samples from pregnancies with normal and Down
syndrome fetuses.

Methods
Samples

Amniotic fluid samples from 26 normal and 71 Down
syndrome fetuses, diagnosed by karyotype analysis of
cultured amniotic fluid cells, were included in this study.
Amniocentesis was performed between the 12th and the
30th gestational week, as estimated by ultrasound scan. The
amniotic fluid supernatant was kept frozen (— 70°C) until
the protein measurement was performed.

S100B immunoassay

S100B protein levels were determined using sensitive
commercial luminescence assay (BYK-Sangtec). This is a
monoclonal two-site immunoassay that uses an antibody
covalently bound to isoluminol as a tracer and presents a
limit of detection of 0.02 pg/l. After automatic injection of
an isoluminol oxidation solution, the luminescence pro-
duced was measured in a luminometer (Magic lite). Samples
were measured in duplicate, and those with a coefficient of
variation >7% were repeated. The interassay coefficient of

variation in our sample was <9%. This method is specific
for the B subunit of the protein, which is known to be the
predominant form (80—96%) in the human brain [11,12].

SOD assay

SOD activity was carried out with the RANSOD kit
(Randox, USA). This method is based on the formation of
red formazan from the reaction of 2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride (INT) and super-
oxide radical (produced in the incubation medium from
xanthine oxidase reaction), which is assayed in a spectro-
photometer at 505 nm. The inhibition of the produced
chromogen is proportional to the activity of the SOD present
in the sample. A 50% inhibition is defined as one unit of
SOD, and specific activity is expressed as units per milli-
gram protein. We assumed that SOD activity found in
amniotic fluid is mainly due to SOD-1 activity [13].

Protein measurement was performed according to Lowry
method [14].

Statistical analysis was performed using Kruskal—Wallis
one way ANOVA followed by Mann—Whitney two-tailed
test when indicated. Data are expressed as median (M) and
interquartile range (IQ 25/75). Spearman rank correlation
coefficient was calculated for S100B levels and gestational
age.

Results
Pregnancies with DS presented significantly higher am-
niotic fluid S100B levels (M=1.24pg/1; 1Q = 0.91/1.89) than

the group of normal pregnancies (M = 0.69 pg/l; 1Q = 0.46/
0.90) as shown in Fig. 1.

34 -o- control *

-e- Down

S100B (ug/L)
N

13 14 15 16 17 18

Weeks of gestation

Fig. 2. Association of S100B protein amniotic fluid concentration (ug/1)
with gestational age (weeks). In the Down syndrome, groups were between
13 and 18 weeks of gestation and control group between 15 and 18 weeks
of gestation. Difference between control and Down syndrome cases were
observed in all investigated weeks. A significant correlation was found
between levels of S100B and gestational age in Down syndrome cases ( P <
0.003), but not in controls.
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Fig. 3. SOD activity in amniotic fluid for Down syndrome and control
cases. Results are expressed as median and interquartile range. The
difference between groups was statistically significant (P < 0.02).

S100B concentration in the amniotic fluid of DS preg-
nancies increased progressively from the 13th (M=0.88 pg/
I; 1Q = 0.45/1.12) to the 18th (M =2.99ug/l; 1Q=1.59/3.46)
week of gestation and was positively associated with ges-
tational age (P <0.05; Fig. 2). No differences were found in
the normal pregnancies. Spearman rank correlation revealed
a chi square of 0.3317, P <0.003. Correlation analysis in
Down group revealed a significant linear regression of
S100B and gestational age, » = 0.3759, F(55) =10.53, P<
0.002.

The amniotic fluid SOD activity (median and interquar-
tile range) in the DS group (M = 16.60 U/mg/prot; 1Q =
10.77/29.22) was significantly higher than in the normal one
(M =10.78 U/mg/prot; IQ = 8.77/16.18) as shown in Fig. 3.
There was no association between SOD activity and gesta-
tional age (P >0.05).

Discussion

The aim of screening by peripheral markers is to identify
women who should be offered chorionic villous sampling or
amniocentesis, as diagnosis of DS requires chromosomal
studies [5,15]. Although the conventional chromosome
studies offer a highly accurate diagnosis, they are expensive
and the analysis procedure may be lengthy, and the PCR-
based technique is potentially useful, but they are very
expensive and laborious. In due course, a screening method
to select patients at risk, who will perform invasive proce-
dures, would be worthwhile.

This study confirmed our preliminary observation of a
high immunocontent of S100B protein in amniotic fluid of
pregnancies with Down syndrome [16]. In spite of the high
S100B immunocontent levels in amniotic fluid as well as in
fetal blood [17] and fetal brain tissue [18,19], no increment
was observed in maternal serum [20]. Abraha et al. assume
that S100B protein does not cross the placenta. However,
another work suggests that high levels of fetal ST00B could
enter the maternal circulation [21].

This increment in amniotic fluid S100B levels was
associated with weeks of gestation in the Down syndrome
group, representing the first observation of high levels of
S100B according to gestational age.

The present data provide reference values for S100B in
amniotic fluid from the 15th to 18th week of gestation,
corroborating the findings of 2nd trimester reported by
Gazzolo et al. [22]. However, we did not find any statistical
association between S100B and gestational age in normal
pregnancy, as did that study. One possible explanation for
this discrepancy is that the number of normal samples is one
feature that can contribute to understanding this difference.
They have found a moderate correlation (»=0.21) by the use
of a large sample (n=322), as compared to our study.

Elevated levels of S100B protein during fetal age seem to
be consistent with the hypothesis that as a cytokine, S100B
exerts a neurotrophic role [7]. However, high levels of this
protein (as observed in Down syndrome and other neuro-
degenerative diseases) have been associated with neural
abnormalities in cytoskeletal and synaptic proteins [23—25].

S100B detected in amniotic fluid is probably from the
fetal nervous tissue. Griffin et al. [18] and Mito and Becker
[19] had shown that the number of SI00B immunoreactivity
cells in the hippocampus of DS was almost twice that of the
control at 39 weeks of gestation. This means we do have
cells producing S100B protein in the fetus, and this high
level could lead to an alteration in the differentiation and
growing of the neural cells in DS. On the other hand, it is
possible that SI00B could also be released, at least in part,
from other sites in which it is concentrated, such as placental
and umbilical tissue [26].

It has been suggested that the extra SOD-1 gene in DS is
responsible for some of the manifestations of DS. Theoret-
ically, any imbalance in the relative levels of SOD, gluta-
thione peroxidase and catalase may have deleterious effects
on cell membranes [27]. Our results on SOD confirm a
previous study that showed an increase of SOD in amniotic
fluid and fibroblast cells of DS patients [13], and is in
agreement with other studies that demonstrated that SOD is
overexpressed by a factor of 1.5 in cells and tissue of DS
patients [27] and in maternal serum of women carrying a
DS-affected fetuses [10].

Many studies proposed a genetic component that predis-
poses DS subjects to develop Alzheimer disease. Overex-
pression of SOD as a result of gene loading is suggested to be
responsible for this, because of the damage from oxidative
processes in trissomy 21, since SOD plays an important role
in scavenging of oxygen radical in cells [28,29]. SOD
activity was not correlated to the age of gestation.

In summary, this study shows that S100B and SOD, most
probably SOD-1—two proteins possibly involved in neuro-
degenerative features of Down syndrome—could be addi-
tional prenatal markers for this disorder. A strong
association of S100B concentration and gestational age in
Down syndrome cases may be related to a possible neuro-
toxic role of the S100B protein in brain development.
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Abstract

Background: It has been shown that Down syndrome (DS) patients have elevated S100B levels in brain tissue.
Design: Measurements of S100B were performed in serum samples from 48 DS patients and 42 ostensibly healthy age-matched controls.
Results: We observed higher levels of ST00B in the DS group than in the control group. Moreover, serum S100B in DS patients was not

age-dependent as it is in normal individuals.

Conclusion: The higher levels of S100B in DS patients may reflect a general and persistent increase in the extracellular space and may be

associated with neurodegenerative lesions observed in DS patients.

© 2005 The Canadian Society of Clinical Chemists. All rights reserved.

Keywords: S100B; Down syndrome; serum marker

Introduction

Down syndrome (DS) is the most common genetic cause
of mental retardation having an incidence of approximately
1/700 pregnancies. Most cases (about 95%) result from
trisomy of human chromosome 21 and overexpression of
genes residing in the denominated DS critical region
(DSCR), at the 21q22. 2-q22.3 segment, is considered
causative of DS. Some of the genes present at the DSCR
express proteins commonly associated with neurodegener-
ative disorders, including APP, SOD-1, and S100B [1].

The S100B protein belongs to the S100 family of
calcium binding proteins involved in cell growth and
differentiation [2,3]. In the nervous system, this protein is
primarily expressed by astrocytes and secreted to play a
neurotrophic role on neighboring cells. On the other hand,

* Corresponding author. Fax: +55 51 33165540.
E-mail address: cristina.netto@ufrgs.br (C.B.O. Netto).

micromolar levels of S100B can induce apoptosis in
astrocytes and neurons and high extracellular levels of
S100B could be involved in the pathogenesis of Alzheim-
er’s disease [4]. In fact, many studies are consistent with the
idea that the chronic overexpression of S100B, seen in DS,
may confer increased risk for later development of
Alzheimer disease, by promoting B-amyloid plaque for-
mation and progression [5].

Previous studies have demonstrated age-related changes
in S100B tissue expression and distribution in the central
nervous system in mammals, which may be related to the
different roles of this protein in distinct brain regions during
the fetal period, adulthood, and aging [2,3].

It has also been shown that DS patients present elevated
S100B protein and mRNA in brain tissue at different ages
[4,6]. However, there is little information about the
extracellular levels of this protein in DS children [7] and
its ontogenetic profile. The aim of this study was to
investigate whether serum S100B protein concentration in

0009-9120/$ - see front matter © 2005 The Canadian Society of Clinical Chemists. All rights reserved.

doi:10.1016/j.clinbiochem.2004.12.014
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Fig. 1. Concentration of S100B (ug/L) in serum for 42 controls and 48
Down syndrome patients. Data are expressed as median and interquartile
range. The difference between groups was statistically significant
(P < 0.0001).

DS children was increased and exhibited an ontogenetic
variation, compared to control individuals [8].

Methods
Patients

Blood samples were collected from 48 DS patients (12—
132 months) and 42 control subjects (6-120 months),
undergoing routine clinical and laboratory evaluation.
Control subjects had no previous history of neurologic
deficits or any serious disorder. All DS patients examined
were confirmed to possess the chromosome abnormality
(trisomy 21). This study was approved by the Ethics
Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Informed consent was obtained from each patient’s family.
Patients and controls were matched for sex and age.

Blood sampling

All blood samples were collected, without anticoagu-
lants, by venipuncture. Serum was obtained by centrifuga-
tion at 3000 X g for 5 min and frozen at —70°C until
analysis.

Immunoassay for S100B

Serum S100B protein levels were determined using
commercial luminescence assay (BYK-Sangtec), as previ-
ously described [8]. Samples were measured in duplicate,
and those with a coefficient of variation >7% were repeated.
The interassay coefficient of variation in our sample was
<9%. This method is specific for the beta subunit of the
protein.

Statistical analysis

Statistics were performed using Kruskal-Wallis one-way
ANOVA followed by Mann—Whitney two-tailed test when
indicated. Data are expressed as median and interquartile
range (IQ 25/75). Parametric correlation analysis was
performed to equate serum S100B content and age.

Results

Fig. 1 shows that DS patients had significantly higher
serum levels of S100B (Median = 1.354 ng/L, IQ = 1.026/
2.086) compared to the control group (Median = 0.38 ug/L,
1Q = 0.30/0.59).

When groups were classified according to age, serum
S100B decreases in control over than 4 years old (Median =
0.37, IQ = 0.29/0.41), as compared to younger ones
(Median = 1.10, IQ = 0.72/1.23). This effect is not seen
in DS sub-groups, moreover, DS serum protein levels are
higher than both of control sub-groups (Median = 1.49, 1Q =
1.17/2.10 for less than 4 years old; Median = 1.26, I1Q =
0.92/1.77 for more than 4 years old).

In agreement with the results obtained by Portela et al.
[8], we also found a negative log correlation between serum
S100B and age (Fig. 2, » = 0.406 and P < 0.0001).
However, there was no correlation (P > 0.05) between
protein levels and age in the DS group.

Discussion

This study shows that serum S100B in Down syndrome
patients is higher than in the ostensibly normal control
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Fig. 2. Correlation of serum S100B protein concentration (ug/L) in Down
syndrome patients with age. Insert shows serum S100B in control
individuals. A statistically significant negative correlation was observed
in the control group (» = 0.406; P < 0.0001), but not in the Down patients.
The fitted curve (solid line) was obtained using a third-degree polynomial
regression.
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individuals included here; moreover, SI00B in DS patients
does not appear to be age-dependent as it is in normal
individuals. To our knowledge, there has been only one
study [7] reporting on S100B in the blood of DS patients,
which showed a 50% enhancement of S100B in DS patients
older than 10 years. This work is supportive of this notion
and extends this observation to a younger population of DS
patients.

It has been shown that S100 (most probably S100B)
increases in brain tissue during the first three post-natal
weeks in rodents [2], a critical period for synaptogenesis.
Assuming its putative role in synaptogenesis, a decrease in
extracellular levels of S100B with aging would be expected.
In fact, it was recently observed an accumulation of SI00B
in brain tissue accompanied by a negative correlation
between S100B content in cerebrospinal fluid in rats
between 15 and 90 days [9]. This finding could indicate
that a progressively smaller fraction of S100B is released
into the cerebrospinal fluid in adult brain, implying reduced
release of S100B, an increased adhesiveness of the protein
to the brain extracellular matrix, or both. Moreover, it has
been shown that serum S100B level in humans is dependent
on age [8].

In the present study, individuals were divided into two
sub-groups: younger and older than 4 years old. This age
was chosen based on a previous study showing a critical
change in brain development at this period, as concerns to
energetic metabolism and synaptogenesis [10]. Normal
control individuals exhibited a negative correlation between
age; this effect is not shown for DS patients, which
exhibited an elevated and persistent increase of serum
S100B.

In summary, our results support and extend previous
findings of elevated levels of serum S100B in DS children
younger than 10 years. Moreover, our results indicate an
ontogenetic profile of serum S100B in DS patients that is
different from control children, possibly reflecting a general
and more persistent increment of this protein in the
extracellular space. These findings suggest that S100B

may have an association with the neurodegenerative lesions
commonly observed in DS patients.
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Abstract

Background: We investigated the levels of S100B protein in the serum of patients with neural tube defects (NTD), and the ontogenetic
variation on this group of patients.

Methods: Samples from 24 control individuals and 25 patients with NTD were studied. SI00B protein levels were determined using LIA-
mat Sangtec kit.

Results: We observed no difference between the levels of S100B in NTD patients (median 0.860 pg/l) and control individuals (median 0.580
ng/l). When groups were classified according to age, decreased levels were observed in subjects >4 y compared to the younger ones, on the
control group; no significant difference was observed when the same comparison is performed on the group of patients with NTD.
Conclusions: This study indicates that the serum concentration of S100B in patients with NTD is similar to that of normal individuals;

however, patients with NTD do not show the negative correlation with age which was observed on normal individuals.

© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: S100B; Neural tube defects; Myelomeningocele; Brain development

1. Introduction

S100B is a member of a multigenic family of calcium-
modulated proteins involved in cell growth and differ-
entiation. In the nervous system this protein is primarily
expressed by astrocytes and secreted by these cells playing a
neurotrophic role on neighboring cells [1]. On the other
hand, micromolar levels of SI00B can induce apoptosis in
astrocytes and neurons and high extracellular levels of
S100B could be involved in the pathogenesis of neuro-
degenerative diseases, including Alzheimer’s disease [2].

Serum S100B has been studied and proposed as a general
marker of brain injury [2]. In fact, its increase in peripheral
blood has been reported during the acute stage of several

* Corresponding author. Rua Euripedes Monteiro Duarte 10/305, Porto
Alegre, RS, 90830-250, Brazil. Fax: +55 51 33165540.
E-mail address: cristina.netto@ufrgs.br (C.B.O. Netto).

0009-8981/$ - see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cca.2005.07.028

neurological diseases (e.g. traumatic brain damage and
ischemia), and a positive correlation between S100B level
and the severity of brain injury has been found in many
studies. Furthermore, the elevation of SI00B has also been
noted in chronic neurologic conditions such as Down syn-
drome (DS), dementia and schizophrenia. However, con-
trary to the elevation of S100B protein in acute cerebral
injury, its clinical relevance and the mechanisms underlying
its elevation in chronic neurological disease remain uncer-
tain [3].

Previous studies have demonstrated age-related changes
in S100B tissue expression and its distribution in the central
nervous system in mammals [4,5], suggesting different roles
for this protein in distinct brain regions during development
[6]. In fact, we observed a negative correlation between age
and serum S100B in normal children [7]. More recently, we
found increased levels of serum S100B in DS children [8]
extending previous reports of elevated levels of the protein
and its mRNA in brain tissue [4,9,10]. We also found a
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similar ontogenetic profile of serum S100B in DS children
[8].

Neural tube defects (NTDs) are among the most common
human congenital malformations, affecting 0.6 per 1000 live
births in the U.S. NTDs include all congenital anomalies that
involve a failure of the neural tube to close during the fourth
week of human embryogenesis, with defects occurring at any
point along the formation of the spinal cord. Although the
diagnosis is easy, NTDs etiology is quite complex and mul-
tifactorial, involving both environmental and genetic com-
ponents. These defects vary in their severity depending on the
type and the level of the lesion [11,12].

S100B has been studied in fetal malformations [13,14]
and it could be a useful peripheral marker for evaluation of
NTD patients. However, there is little information about the
extracellular levels of this protein in NTD patients and none
about its ontogenetic profile. The aim of this study was to
investigate whether serum S100B protein concentration in
NTD patients is increased and exhibit an ontogenetic varia-
tion as observed in normal individuals.

2. Materials and methods
2.1. Patients

Blood samples were collected from 25 NTD patients (6
months to 20 y) and 24 control subjects (6 months to 16 y),
who were invited to participate in the study. The control
subjects had no previous history of neurologic defects or any
serious disorder. All NTD patients were examined and a
complete clinical chart was filled. All patients had myelo-
meningocele, and the defect was surgically corrected in all of
them. The patients were matched for sex and age. This study
was approved by local Ethics Committee of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

2.2. Blood sampling

All blood samples were collected by venipuncture without
anticoagulants. Serum was obtained by centrifugation at 3000
x g for 5 min and was frozen at —70 °C until analysis.

2.3. Immunoassay for S100B

Serum S100B protein levels were determined using
commercial luminescence assay (BYK-Sangtec) as previ-
ously described [15]. This is a monoclonal immunoassay
that uses an antibody covalently bound to isoluminol as a
tracer and presents a limit of detection of 0.02 ng/ml. After
automatic injection of an isoluminol oxidation solution, the
luminescence produced was measured in a luminometer
(Magic lite). Samples were measured in duplicate, and those
with a coefficient of variation >7% were repeated. The
interassay CV was <9%. This method is specific for the p
subunit of the protein.

2.4. Statistical methodology

Statistical analyses were performed using Kruskal—Wallis
I-way ANOVA followed by Mann—Whitney 2-tailed test
when indicated. Data are expressed as median (M) and in-
terquartile range (IQ 25/75). The Spearman correlation co-
efficient was used to evaluate correlation between serum
S100B and age.

3. Results

There was no difference in the levels of SI00B between
the NTD patients (median=0.664 ng/ml; 1Q=0.535/0.880)
and the control group (median=0.467 ng/ml; 1Q=0.285/
0.885). However, when groups were classified according to
age, serum S100B was increased in the NTD group >4 y
(median=0.625, 1Q=0.544/0.980), as compared to control
children (median=0.395, 1Q=0.270/0.550). This difference
was not observed in patients <4 y. We found a negative
correlation between serum S100B and age in controls (Fig.
1A, R*=0.3514 and p<0.01), however there was no such
correlation in the NTD group (Fig. 1B).

4. Discussion

This is the first study to show the levels of serum S100B in
patients with NTD. We found no difference in the levels of
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Fig. 1. Correlation of serum S100B protein concentration (ng/ml) in
controls with age (A). Graphic (B) shows serum S100B in NTD patients. A
significant negative correlation was observed in the control group
(R*=0.3514; p<0.01), but not in the NTD patients. The fitted curve (solid
line) was obtained using a third-degree polynomial regression.
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S100B between the NTD patients and the control patients, but
a clear difference was observed in the ontogenetic profile of
serum S100B from >4 y.

It has been shown that S100 (most probably S100B)
increases in brain tissue during the first 3 post-natal weeks in
rodents [16,17], a critical period for synaptogenesis. Assum-
ing its putative role in synaptogenesis, it would be expected a
decrease in extracellular levels of SI00B with development.
In fact, we found a negative correlation between S100B
content in cerebrospinal fluid in rats between 15 and 90 days
[5]. In parallel, it has shown that serum S100B level in
humans is dependent on age [7,18].

In the present work we divided individuals into 2 sub-
groups: >4 and <4 y. This age was chosen based on a
previous study showing a critical change at this period of
brain development, as concerns to energetic metabolism and
synaptogenesis [19,20]. Normal individuals exhibited a
negative correlation between age, but this profile is not
observed in patients with NTD.

Many reports are consistent with the idea that the chronic
overexpression of S100B, observed in Down syndrome, may
confer increased risk for later development of Alzheimer
disease, by promoting P-amiloid plaque formation and
progression [10,21]. However, the clinical relevance and
mechanisms underlying S100B elevation in chronic neuro-
logical disease remains to be clarified [3].

In this sense, the increased concentration of S100B in
patients with NTD levels may have some effect on brain
plasticity and should be further investigated. Myelomenin-
gocele, also named spina bifida cystica, is one of the most
common and devastating birth defects. The designation
myelomeningocele includes open defects in which either
meninges or neural tissue is exposed. Sindic et al. [13] and
Anneren et al. [14] had suggested that the levels of S100B in
amniotic fluid of gestations with neural tube defects could be
considered a biological sign of cell injury of exencephalic
brain.

Our results indicate persistent increased concentrations of
this protein even after corrective surgery. Infants with spina
bifida who survive corrective surgery are likely to have
severe life-long disabilities [22]. Since many studies have
suggested a putative role of SI00B on neural plasticity [1,6] it
would be possible to conceive that these persistent elevated
levels of S100B are associated with neurological deficit
observed in these patients. However, a correlation between
serum S100B and neurological disorders was not established
and needs further investigation.

It is important to mention that, in spite of the abundant
expression of this protein by astrocytes, extracerebral
sources (including adipocytes, marrow cells and chondro-
cytes) can contribute to serum levels of S100B observed in
healthy and DS individuals [1].

In summary, we have shown that the concentrations of
serum S100B protein in NTD patients are similar to those in
normal individuals; however, patients with NTD do not
show the negative correlation with age, which are observed

in controls. This pilot study contributes to the concept of
S100B protein as a marker of brain injury and suggests its
use in the follow up of NTD patients to evaluate a possible
correlation with risks and/or severity of neurological
sequels.
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Background. S100B is a calcium-binding protein expressed and secreted by astrocytes;
serum and cerebrospinal fluid (CSF) S100B elevation has been proposed as an index
of brain damage. However, other tissues are shown to produce this protein and the clinical
significance of serum S100B elevation has been discussed.

Methods. We investigated the levels of serum and CSF S100B in fasting Wistar rats.
Animals were divided into two groups, control and fasting for 48 h, and S100B levels
in serum and CSF were determined by ELISA. S100B secretion in dissociated epididymal
fat cells was investigated in the presence of epinephrine.

Results. We observed a significant >2-fold increase of S100B levels in serum of fasting
rats, without changes in its CSF content. Moreover, we demonstrated in vitro epinephrine
stimulated S100B release from fat cells.

Conclusions. Present results reinforce that extracerebral sources of S100B, particularly
adipocytes, contribute to its serum levels and support the idea that caution is needed when
interpreting serum S100B increase as a clinical marker of brain damage. © 2006 IMSS.
Published by Elsevier Inc.

Key Words: Adipocytes, Epinephrine, Fasting, S100B, Brain damage marker.

Introduction High extracellular levels of this protein play a toxic role
in both neuron and glial cells; consequently, it has been pro-
posed that serum and cerebrospinal fluid (CSF) elevations
of S100B are indicative of brain damage (11). However,
the clinical significance of elevated S100B activity has
not been thoroughly discussed, particularly in respect to
the extracellular sources of serum S100B.

In fact, extracerebral sources have been shown to con-
tribute to the elevated levels of this protein in serum after
cardiac surgery and multitrauma patients (12). It is impor-
tant to mention that SIO0B has been shown to be of use
in staging malignant melanoma, establishing prognosis,
evaluating treatment success and predicting relapse (13).
However, in a different manner from astrocytes, melanoma
cells appear to release S100B only after necrosis (14).

. ) Adipose tissue produces S100B in comparable quantities
.AA(.ldreSS,r.e print Tequests fo: Ce}rk.)s'Alber.m G.(mgalves’ nstituto Qe to those found in the central nervous tissue (6-8), and the
Ciéncias Bésicas da Sadde-Bioquimica, Universidade Federal do Rio ’

Grande do Sul, Ramiro Barcelos, 2600-anexo, Porto Alegre, 90035-003, protein secretion is regulated by catecholamines (15-16).
Brazil; E-mail: casg@ufrgs.br Although the biological significance of extracellular

S100B is a calcium-binding protein expressed by astrocytes
in both developing and mature nervous system (1). It was
initially described as a neuron-specific protein (2), but sub-
sequent characterization revealed that SI00B in the central
nervous system is mainly localized in glial cells (3). More-
over, it was also found among various cells in non-neural
tissues (4-6), as adipocytes (7), chondrocytes (8) and mel-
anoma cells (9).

Many intracellular targets of S100B have been identi-
fied, particularly in astrocytes (see Reference 10 for a re-
view); interestingly, astrocytes secrete S100B and many
extracellular activities of this protein have been reported.

0188-4409/06 $-see front matter. Copyright © 2006 IMSS. Published by Elsevier Inc.
doi: 10.1016/j.arcmed.2005.11.005
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S100B from adipose tissue is still unclear, it is likely that
this tissue might be an important source of serum S100B
in situations related, or not, with brain damage (12,17). In
the present work we investigate the levels of serum and
CSF in fasting adults rats.

Materials and Methods
Animals

Thirty male 60-day-old Wistar rats from the local breeding
colony were divided into two groups: C, control rats that
were regularly fed and F, rats that were maintained fasting
for 48 h before experiment. All animals received water ad
libitum. All procedures with animals were in accordance
with the NIH guidelines (U.S.) for the care and use of lab-
oratory animals and were approved by local authorities.

CSF and Serum Samples

Rats were anesthetized by intraperitoneal injection of pen-
tobarbital sodium (50 mg/kg body weight) and positioned
in a stereotaxic apparatus. Cerebrospinal fluid was obtained
by cisterna magna puncture using a 0.33-mm diameter nee-
dle that was inserted no more than 1.5 mm and a maximum
volume of 30 pL was collected during a 3-min period to
minimize risk of brainstem damage. Rats were then re-
moved from the stereotaxic apparatus and placed in a flat
place; whole blood was obtained from intracardiac punc-
ture using a 0.37-mm diameter needle that was inserted
in the intercostal space above the sternum. Serum was sep-
arated by centrifugation at 3000 X g for 5 min. CSF and
serum samples were frozen at —20°C until further analysis.

Quantification of S100B

S100B content in CSF and serum were measured by ELI-
SA, as previously described (18). Briefly, 50 uL of sample
plus 50 pL of barbital buffer were incubated for 3 h on a mi-
crotiter plate previously coated with monoclonal antibody
anti-S100B (SH-B; Sigma, St. Louis, MO). Peroxidase-con-
jugated anti-S100B (DAKO, Carpinteria, CA) was then in-
cubated for 1 h. Color reaction with O-phenylenediamine
was measured at 492 nm.

S100B Secretion in White Fat Preparations

Epididymal fat pads were dissected out, incubated in
Krebs-Ringer bicarbonate buffer (pH 7.4) containing colla-
genase, and mechanically dissociated (16). Cell suspension
was diluted in DMEM (pH 7.6) supplemented with 8.4 mM
HEPES/24 mM NaHCOj; and maintained in a CO, incuba-
tor at 37°C for 1 h in presence of 10 uM epinephrine or ab-
sence (control). Samples were collected for S100B
measurement immediately (at 0 h) and 1 h afterwards.

Statistical Analysis

Statistics were performed using SPSS 11.0 running on a
personal computer. Data are expressed as mean * standard
error and compared by independent Student’s t-test; values
of p <0.05 were considered significant.

Results

A significant increase on S100B levels was observed in se-
rum (0.37 ng/mL = 0.10) of fasting rats (Figure 1A) when
compared to control animals (0.20 ng/mL = 0.03); this
change was not seen in the cerebrospinal fluid (Figure 1B).

Dissociated fat cells from rat epididymis after 1 h of in-
cubation presented higher levels of S1I00B in the medium
and this increment was significantly higher in the presence
of epinephrine (Figure 2). Measurement of extracellular
S100B was referred to as “‘secretion” because no parallel
increase of LDH in the medium was observed (data not
shown).

Discussion

Present results show that rats submitted to 48 h fasting have
higher serum levels of SI00B when compared to control
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Figure 1. Serum and cerebrospinal fluid (CSF) S100B levels in fasting an-
imals. (A) Serum content of S100B protein (ng/mL) controls (» = 15) and
fasting animals (n = 15) for 48 h. (B) CSF S100B controls and fasting an-
imals. SI00B was measured by ELISA. Data are expressed as mean and
standard error. *Difference between groups was statistically significant
(p <0.05).
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Figure 2. Immunocontent of SI00B in extracellular medium of dissociated
adipocytes. Dissociated fat cells from rat epididymis after 1 h of incubation
in DMEM ‘secreted” S100B compared to time “0” (*p <0.05) and the se-
cretion in the presence of 10 pM epinephrine was significantly higher than
basal at 1 h (°p <0.05). Data are expressed as mean * standard error from
two different experiments performed in triplicate.

animals. Lipid mobilization from adipose tissue has oc-
curred in this period, because rat metabolism is able to
adapt to such a challenging situation. Considering these an-
imals do not bear any central nervous system lesion and that
levels of CSF S100B were not modified, we assume the
serum protein measured came from extracerebral sources,
particularly adipocytes.

Supporting this finding and confirming previous results
(15), we observed that S100B secretion in fat cell prepara-
tion is induced by epinephrine. Previous studies have sug-
gested that S100B in adipocytes might serve as a carrier
protein for free fatty acids and that it may be released into
the blood under conditions when lipolytic activity is en-
hanced (5,19). Moreover, these authors suggested that
S100B protein may play a role in the process of adipocyte
differentiation, as well as in functions in differentiated
adipocytes (20).

We did not find any change in CSF S100B in fasting rats.
However, it is important to mention that rats fed a ketogenic
diet for 6-8 weeks showed low levels of CSF S100B (21),
and that this reduction could be mediated by ketone bodies,
because a previous work observed a decrease in extracellu-
lar levels of S100B in rat cultures treated with B-hydroxy-
butyrate (22).

The presence of high levels of S100B protein in adipo-
cytes and the selective response of adipose S100B protein
to catecholamines suggest the participation of this protein
in cellular function(s) peculiar to adipocytes. Since leptin
discovery, adipose tissue has been characterized as an endo-
crine organ (23). In fact, this tissue is now known to express
and to secrete a variety of bioactive polypeptides, called
adipokines, acting both at local and systemic levels (see
Reference 24 for a review); S100B from adipose tissue
has enough characteristics to be considered as an adipokine.

In addition, reports on cardiac surgical patients suggest
that the sources of serum S100B elevation seen after

cardiac operation are mainly extracerebral (12,25,26), and
that this protein may not be a specific marker of brain inju-
1y, as earlier suggested. Also, studies on patients with mul-
ti-organ dysfunction or with severe head injury show that
S100B may be released from non-nervous tissues (27).

Serum S100B increment in humans during physical ac-
tivity (17,28) reinforces the peripheral origin of this protein
during exercise, possibly associated with lipolysis induced
by adrenergic stimulation. In addition, Scaccianoce et al.
(29) showed a correlation between restraint stress and cir-
culating levels of S100B. Present results reinforce the idea
that extracerebral sources, particularly adipocytes, contrib-
ute to serum S100B levels.

In summary, we presented data here that show an in-
crease of serum S100B not accompanied by changes in
CSF S100B in 48-h fasting rats. Moreover, we confirmed
the finding that in vitro S100B secretion in adipocytes is
induced by epinephrine, and we suggest that this protein
might be considered an adipokine, released during exercise
and fasting. Together these results confirm the importance
of adipose tissue as a source of extracellular S100B and
emphasize that caution is needed when interpreting results
of serum S100B as a clinical marker of brain damage.

Acknowledgments

This work was supported by grants from Conselho Nacional de De-
senvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Coordenagao de
Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), and
Fundacao de Amparo a Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS).

References

1. Van Eldik LJ, Wainwright MS. The janus face of glial-derived S100B:
beneficial and detrimental functions in the brain. Restor Neurol Neuro-
sci 2003;21:97-108.

2. Moore BW. A soluble protein characteristic of the nervous system.
Biochem Biophys Res Commun 1965;19:739-744.

3. Boyes BE, Kim SU, Lee V, Sung SC. Immunohistochemical co-local-
ization of S-100b and the glial fibrillary acidic protein in rat brain.
Neuroscience 1986;17:857-865.

4. Vanstapel MJ, Gatter KC, de Wolf-Peeters C, Mason DY, Desmet VD.
New sites of human S100 immunoreactivity detected with monoclonal
antibodies. Am J Clin Pathol 1986:;85:160-168.

5. Haimoto H, Hosada S, Kato K. Differential distribution of immuno-
reactive S100-alpha and S100-beta proteins in normal nonnervous
human tissues. Lab Invest 1987;57:489-498.

6. Zimmer DB, Song W, Zimmer WE. Isolation of rat S100oc cDNA and
distribution of its mRNA in rat tissues. Brain Res Bull 1991;27:
157-162.

7. Michetti F, Dell’anna E, Tiberio G, Cocchia D. Immunochemical and
immunocytochemical study of S-100 protein in rat adipocytes. Brain
Res 1983;262:352-356.

8. Stenfansson K, Wollmann RL, Moore BW, Arnason BGW. S100
protein in human chondrocytes. Nature 1982;295:63-64.

9. Cocchia D, Michetti F, Donato R. Immunochemical and immunocyto-
chemical localization of S100 antigen in normal skin. Nature 1981;
294:85-87.

10. Donato R. S100: a multigenic family of calcium-modulated proteins
of the EF-hand type with intracellular and extracellular functional
roles. Int J Biochem Cell Biol 2001;33:637-668.



686

11.

12.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Netto et al./ Archives of Medical Research 37 (2006) 683—-686

Rothermundt M, Peters M, Prehn JHM, Arolt V. S100B in brain dam-
age and neurodegeneration. Microsc Res Tech 2003;60:614-632.
Anderson RE, Hansson LO, Nilsson O, Liska J, Settergren G, Vaage J.
Increase in serum S100A1-B and S100BB during cardiac surgery arises
from extracerebral sources. Ann Thoracic Surg 2001;71:1512-1517.

. Harpio R, Einarsson R. S100 proteins as cancer biomarkers with focus

on S100B in malignant melanoma. Clin Biochem 2004;37:512-518.
Ghanem G, Loir B, Morandini R, Sales F, Lienard D, Eggemont A,
et al. On the release and half-life of S100B protein in the peripheral
blood of melanoma patients. Int J Cancer 2001;9:586-590.

Suzuki F, Kato K, Nakajima T. Enhancement of adipose S-100 protein
release by catecholamines. J Biochem 1983;94:1707-1710.

Suzuki F, Kato K, Nakajima T. Hormonal regulation of adipose S-100
protein release. J Neurochem 1984;43:1336-1341.

Dietrich MO, Tort AB, Farina M, Gongalves CA, Souza DO,
Portela LV. Increase in serum S100B protein level after a swimming
race. Can J Appl Physiol 2003;28:710-716.

Tramontina F, Conte S, Gongalves D, Gottfried C, Portela LV,
Vinade L, et al. Developmental changes in S100B content in brain
tissue, cerebrospinal fluid, and astrocytes culture in rats. Cell Mol
Neurobiol 2002;22:373-378.

Haimoto HL, Kato K, Suzuki F, Nagura H. The ultrastructural changes
of S100 protein localization during lipolysis in adipocytes. Am J
Pathol 1985;121:185-191.

Kato K, Suzuki F, Ogasawara N. Induction of S100 protein in 3T3-L1
cells during differentiation to adipocytes and its liberating by lipolytic
hormones. Eur J Biochem 1988;177:461-466.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Ziegler D, Oliveira DL, Pires C, Ribeiro L, Leite M, Mendez A, et al.
Ketogenic diet fed rats have low levels of S100B in cerebrospinal
fluid. Neurosci Res 2004;50:375-379.

Leite M, Frizzo JK, Nardin P, Almeida LMYV, Tramontina F,
Gottfried C, et al. B-hydroxy-butyrate alters the extracellular content
of S100B in astrocyte cultures. Brain Res Bull 2004;64:139-143.
Zhang Y, Proenca R, Maffei M, Barone M, Leopold L, Friedman JM.
Positional cloning of the mouse obese gene and its human homologue.
Nature 1994;372:425-432.

Kershaw EE, Flier JS. Adipose tissue as an endocrine organ. J Clin
Endocrinol Metabol 2004;89:2548-2556.

Jonsson H, Johnsson P, Alling C, Westaby S, Blomquist S. S100beta
after coronary artery surgery: release pattern, source of contamina-
tions, and relation to neuropsychological outcome. Ann Thoracic Surg
1999;68:2202-2208.

Jonsson H. S100B and cardiac surgery:possibilities and limitations.
Restor Neurol Neurosci 2003;21:151-157.

Kleine TO, Benes L, Zofel P. Studies of the brain specificity of S100B
and neuron-specific enolase (NSE) in blood serum of acute care
patients. Brain Res Bull 2003;61:265-279.

Hasselblatt M, Mooren FC, von Ahsen N, Keyvani K, Fromme A,
Schwarze-Eicker K, et al. Serum S100beta increases in marathon
runners reflect extracranial release rather than glial damage. Neurolo-
gy 2004;62:1634-1636.

Scaccianoce S, Bianco PD, Pannitteri G, Passarelli F. Relationship
between stress and circulating levels of S100B protein. Brain Res
2004;1004:208-211.



7.DISCUSSAO

70



7.1 - SINDROME DE DOWN e S100B

Os estudos recentes em sindrome de Down tém se concentrado mais
intensamente nas areas da triagem pré-natal, desenvolvimento da linguagem,
diagnostico e no desenvolvimento da doenca de Alzheimer (Roizen, 2001).
Neste trabalho, investigamos dois destes importantes aspectos do estudo desta
patologia: a triagem pré-natal e os aspectos comuns com a doenca de
Alzheimer.

E conhecido que a incidéncia da SD aumenta em gestacbes de
mulheres a partir dos 35 anos, como também estamos cientes de que a maioria
das gestacdes ocorrem em mulheres com menos de 35 anos, onde se
concentram cerca de 75-80% de todos os casos de SD. Todos estes dados tém
motivado muitos estudos a respeito de novos marcadores para a triagem de
mulheres em risco para a SD. Assim, estudamos dois marcadores em liquido
amniodtico de gestacdes com fetos portadores de SD, a proteina S100B e a
enzima superoéxido dismutase.

No MANUSCRITO | estudamos gesta¢des com sindrome de Down e
relatamos uma associacdo dos niveis de S100B no liquido amnidtico com a
idade gestacional; este é o primeiro relato publicado sobre tal associacdo. Os
valores de referéncia para S100B para as idades gestacionais entre 15 e 18
semanas corroboram os achados de segundo trimestre de Gazzolo e
colaboradores (2001b). Entretanto, ndo encontramos nenhuma relagao entre os
niveis de S100B e idade gestacional nas gestacdes normais, diferente do
encontrado naquele mesmo trabalho. Uma possivel explicacdo para esta
diferenca pode ser o numero de amostras controle estudadas. Eles
encontraram uma correlagdo moderada (r=0.21) pelo uso de uma amostra
numerosa (N=322); nosso estudo possui 26 sujeitos controle. Ainda,
confirmamos os dados prévios do nosso grupo, demonstrando a presenca de
altos niveis de S100B no liguido amniético de gestacdes com SD.

Niveis elevados de S100B durante a vida fetal parecem ser consistentes
com a hip6tese de que, como uma citocina, a S100B exerca um papel
neurotréfico (Donato, 2001). Entretanto, altos niveis desta proteina, como
observado na sindrome de Down e em outras doencas neurodegenerativas,

tém sido associados com anormalidades em proteinas sinapticas e do
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citoesqueleto (Hu & Van Eldik, 1996; Whitaker-Azmitia e cols, 1997; de la
Monte, 1999).

A S100B detectada no LA é originaria provavelmente, do sistema
nervoso do feto. Mito & Becker (1993) e Griffin e colaboradores (1989)
mostraram que o numero de células S100B reativas no hipocampo de
pacientes com SD era praticamente o dobro do que o controle em fetos com 39
semanas de gestacao. Isto pode significar que ha células produzindo S100B no
feto e que estes altos niveis podem levar a uma alteracdo na diferenciacdo e
no crescimento das células neurais na SD. Por outro lado, é possivel que a
S100B seja liberada, pelo menos em parte, de outros sitios, como a placenta e
tecido umbilical.

Estudos prévios demonstraram mudancas nos niveis de expressao e
distribuicdo de S100B no sistema nervoso central correlacionados com a idade
(Tiu e cols, 2000; Tramontina e cols, 2002), o que pode estar relacionado a
diferentes papéis desta proteina em distintas regides cerebrais durante o
desenvolvimento fetal, a vida adulta e o envelhecimento (Van Eldik e
Wainwrigjt, 2003).

Alguns trabalhos realizados em sindrome de Down mostraram niveis
elevados da proteina S100B e de seu ARNm, em tecido cerebral de pacientes
com diferentes idades (Marks e cols, 1996; Griffin e cols, 1998; Tiu e cols,
2000). Kato e colaboradores (1990) mostraram aumento nos niveis
extracelulares desta proteina em pacientes com sindrome de Down, mas
nenhum dado existia a respeito do seu perfil ontogenético.

Nos dados apresentados no MANUSCRITO Il confirmamos que o0s
niveis da proteina S100B em soro de pacientes com SD estdo aumentados
cerca de 50%, quando comparados a individuos normais. Realizamos um
estudo de correlagdo entre S100B e idade, dividindo os individuos em dois
grupos: menores de 4 anos e maiores de 4 anos. Esta idade foi escolhida
baseado num estudo prévio que mostrou uma mudanca critica do
desenvolvimento cerebral neste periodo, no que concerne o metabolismo
energético e a sinaptogénese (Chugani e cols, 1998; Ikonomidou e cols, 2001).
Individuos normais exibem uma correlacdo negativa com a idade, mas nos

pacientes com SD esta associacdo nao é vista.
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Os niveis mais elevados e persistentes de S100B nos pacientes com SD
estdo presentes desde o periodo fetal, possivelmente devido a um efeito de
dosagem do gene no inicio da vida fetal. Isto contribui para a idéia geral de que
a presenca da S100B precede o aparecimento da placa amildide na doenca de
Alzheimer. De fato, estd relatado na literatura que a grande maioria dos
pacientes com sindrome de Down irdo desenvolver doenga de Alzheimer
(Mann, 1988; Griffin e cols, 1998). A sindrome de Down provavelmente
representa 0 melhor modelo natural pré-programado da neuropatologia da
doenca de Alzheimer. De acordo com Griffin e colaboradores (1998) os niveis
elevados de S100B podem disparar uma super-expressao neuronal de APP
(também mapeado na regido DSCR), consequentemente gerando o peptideo
B-amildide. Este peptideo pode entédo induzir a liberacéo de citocinas, incluindo
a S100B nos astrdcitos, bem como a gliose reativa.

Outros achados encontrados em tecido cerebral de pacientes com
sindrome de Down e doenca de Alzheimer atribuidas a S100B, também
observadas em ratos transgénicos que superexpressam S100B, incluem
alteracbdes do citoesqueleto, extensdo neuritica anémala e morte neuronal
(Sheng e cols, 2000).

7.1.1 - SINDROME DE DOWN e SOD

Muitos estudos tém proposto um componente genético que predispde 0s
individuos com sindrome de Down a desenvolver a doenca de Alzheimer. A
superexpressao da SOD como um resultado da carga genética € sugerida
como a responsavel por esta associacdo com a doenca de Alzheimer, devido
ao dano dos processos oxidativos na trissomia do 21, pois a SOD tem um
papel importante na remocao dos radicais livres (Turrens, 2001; Noor e cols,
2002).

Tem sido sugerido que uma copia extra do gene da enzima superéxido
dismutase-1 na sindrome de Down seja responsavel por algumas das
manifestacbes clinicas da doenca. Teoricamente, qualquer desequilibrio nos
niveis relativos de SOD, glutationa peroxidase e catalase (duas outras enzimas
envolvidas na protecdo contra o estresse oxidativo) podem ter efeitos deletérios
na membrana celular (Percy e cols, 1990). Nossos resultados da atividade da

SOD (MANUSCRITO 1) confirmam os achados de estudo prévio que mostrou
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aumento de atividade no liquido amniético e em fibroblastos de pacientes com
sindrome de Down (Baetman e cols, 1985), bem como estdo de acordo com
outros relatos que demonstram superexpressao da enzima de cerca de 1,5
vezes em células e tecidos de pacientes com SD (Percy e cols, 1990) e soro de
maes com fetos com sindrome de Down (Ognibene e cols, 1999).

Curiosamente, ndo encontramos qualquer associacdo em relagéo a atividade

da SOD com a idade gestacional.

7.2 - S100B EM PACIENTES COM DEFEITO DO TUBO NEURAL

Como visto no estudo da S100B na sindrome de Down, esta proteina
tem sido amplamente estudada como marcador de diversas doencas, bem
como de injuria do sistema nervoso central. Tentando aprofundar nossa
compreensao sobre seu papel neste contexto, estudamos o0s niveis da S100B
em pacientes com defeito de tubo neural.

Descrevemos, originalmente, os niveis séricos de S100B em pacientes
com defeito do tubo neural. Como apresentado no MANUSCRITO Ill, néo
encontramos diferenga nos niveis de S100B entre os pacientes e os individuos
controle.

Assim como no MANUSCITO IlI, dividimos os individuos em dois
subgrupos: menores e maiores que 4 anos. Como ja havia sido demonstrado,
os individuos normais apresentaram uma correlacdo negativa com a idade,
mas este efeito ndo foi observado em pacientes com defeito de tubo neural.

Muitos estudos sédo consistentes com a idéia de que a expressao cronica
de S100B, como a observada na sindrome de Down, pode aumentar o risco de
posterior desenvolvimento de doenca de Alzheimer pela promocgdo do
desenvolvimento da placa amiléide (Griffin e cols, 1998; Sheng e cols, 2000).

A exposicdo dos pacientes com defeito do tubo neural a niveis
aumentados de S100B pode ter algum efeito e deve ser mais investigada.
Sindic e colaboradores (1984) em seu estudo dos niveis de S100B em liquido
amnidtico de gestacdes com fetos anencefalicos sugeriu que estes niveis
podem ser considerados um sinal biologico de injaria celular do cérebro

exencefalico.
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Os resultados apresentados no MANUSCRITO Il indicam a persisténcia
de niveis elevados desta proteina ap0s a correcdo cirdrgica. Muitos autores
tém sugerido um papel da S100B na plasticidade neural (Donato e cols, 2001;
Van Eldik e Wainwright, 2003), logo seria possivel sugerir que 0s niveis
persistentes de S100B estdo associados com o déficit neurolégico observado
nestes pacientes.

7.3 - FONTE EXTRACEREBRAL DE S100B

Como mencionado na introdugcédo desta tese, a S100B foi descrita
inicialmente como especifica de neurdnio (Moore, 1965), mas sua posterior
caracterizacdo revelou que esta proteina é localizada principalmente nas
células gliais (Boyes e cols, 1986). Ainda, sua presenca foi evidenciada em
varias células de tecidos nédo nervosos (Vanstapel e cols, 1986; Haimoto e cols,
1987).

Inicialmente o nivel de S100B no tecido adiposo foi comparado ao do
cérebro (Suzuki e cols, 1982; Micheti e cols, 1983; Zimmer e cols, 1991) e,
embora o significado biolégico da proteina neste tecido periférico ndo seja
conhecido, o perfil do desenvolvimento da S100B em ratos sugere que este
possa ser controlado por horménios e/ou pela dieta (Kato e cols, 1983).
Normalmente os niveis de S100B ndo sédo detectaveis no soro humano,
entretanto niveis séricos elevados tém sido encontrados em varias condigdes
neuropatoldgicas e os investigadores acreditam que esta elevacdo é causada
por dano no SNC (Kanner e cols, 2003).

Os resultados do MANUSCRITO IV demonstram que ratos submetidos a
48 horas de jejum apresentam niveis mais altos de S100B quando comparados
com animais controle e que esta diferenca néo € observada no LCR.

Suzuki e Kato (1986) sugeriram que esta proteina possa participar no
processo de diferenciacdo dos adipécitos além de exercer alguma fungéo no
adipdcito diferenciado. A presenca de altos niveis de S100B nos adipdcitos e a
sua resposta seletiva as catecolaminas sugere uma participacdo desta proteina
numa funcdo celular peculiar ao tecido adiposo. Dados de Suzuki e
colaboradores (1984) e estudos preliminares em nosso laboratério, indicam que

este efeito possa ser mediado por AMPc.
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Estudos em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca sugerem que a
fonte da S100B sérica presente apos tal procedimento é basicamente
extracerebral, o que enfraquece seu papel como marcador de injuria cerebral,
como sugerido anteriormente (Anderson e cols, 2001; Jonsson e cols, 1999,
2003). Ainda, estudo em pacientes de UTI com disfungcdo em mudltiplos 6rgéos
ou pacientes com trauma encefalico sugerem que a S100B possa ser liberada
de fonte extracerebral (Kleine e cols, 2003). Trabalhos recentes medindo os
niveis de S100B durante a atividade fisica mostraram altos niveis de S100B,
corroborando uma origem periférica (Dietrich e cols, 2003; Hasselblatt e cols,
2004). Scaccianoce e colaboradores (2004) também demonstraram uma
correlacdo entre S100B e estresse, sugerindo cautela ao se usar esta proteina
como marcador de lesdo neural.

Desde a descoberta da leptina, o tecido adiposo tem sido carcaterizado
como um Orgao enddécrino (Zhang e cols, 1994). De fato, sabe-se que este
tecido expressa e secreta uma variedade de polipeptideos, chamados de
adipocinas, que agem tanto localmente como ao nivel sistémico (Kershaw e
Flier, 2004). A S100B tem caracteristicas suficientes para ser considerada uma
adipocina. Nosso resultado reforca a idéia sobre as fontes extracerebrais

contribuindo para os niveis séricos de S100B, particularmente os adipdcitos.

Nesta tese estudamos o papel da proteina S100B na sindrome de Down,
bem como seu papel como marcador de injaria do sistema nervoso, em
pacientes com defeito de tubo neural e adicionalmente, procuramos demonstrar
a presenca de fontes extracerebrais de S100B. Observamos um aumento da
proteina S100B em liquido amniético de gestacdes com fetos com sindrome de
Down, e mostramos que este aumento esta associado com a idade
gestacional; e no soro de pacientes com sindrome de Down determinamos o
perfil ontogenético desta proteina. O estudo da S100B como marcador de
injuria em pacientes com defeito de tubo neural n&o revelou diferencas em
relacdo aos individuos normais, e estes pacientes ndo apresentam variagdo
dos niveis da proteina dependente da idade, como acontece nos individuos

controle. Também investigamos o0 tecido adiposo como provavel fonte

76



extracerebral de S100B, correlacionando 0s niveis séricos com aqueles
encontrados em LCR de ratos submetidos a jejum.
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7.1 - SINDROME DE DOWN e S100B

Os estudos recentes em sindrome de Down tém se concentrado mais
intensamente nas areas da triagem pré-natal, desenvolvimento da linguagem,
diagnostico e no desenvolvimento da doenca de Alzheimer (Roizen, 2001).
Neste trabalho, investigamos dois destes importantes aspectos do estudo desta
patologia: a triagem pré-natal e os aspectos comuns com a doenca de
Alzheimer.

E conhecido que a incidéncia da SD aumenta em gestacbes de
mulheres a partir dos 35 anos, como também estamos cientes de que a maioria
das gestacdes ocorrem em mulheres com menos de 35 anos, onde se
concentram cerca de 75-80% de todos os casos de SD. Todos estes dados tém
motivado muitos estudos a respeito de novos marcadores para a triagem de
mulheres em risco para a SD. Assim, estudamos dois marcadores em liquido
amniodtico de gestacdes com fetos portadores de SD, a proteina S100B e a
enzima superoéxido dismutase.

No MANUSCRITO | estudamos gesta¢des com sindrome de Down e
relatamos uma associacdo dos niveis de S100B no liquido amnidtico com a
idade gestacional; este é o primeiro relato publicado sobre tal associacdo. Os
valores de referéncia para S100B para as idades gestacionais entre 15 e 18
semanas corroboram os achados de segundo trimestre de Gazzolo e
colaboradores (2001b). Entretanto, ndo encontramos nenhuma relagao entre os
niveis de S100B e idade gestacional nas gestacdes normais, diferente do
encontrado naquele mesmo trabalho. Uma possivel explicacdo para esta
diferenca pode ser o numero de amostras controle estudadas. Eles
encontraram uma correlagdo moderada (r=0.21) pelo uso de uma amostra
numerosa (N=322); nosso estudo possui 26 sujeitos controle. Ainda,
confirmamos os dados prévios do nosso grupo, demonstrando a presenca de
altos niveis de S100B no liguido amniético de gestacdes com SD.

Niveis elevados de S100B durante a vida fetal parecem ser consistentes
com a hip6tese de que, como uma citocina, a S100B exerca um papel
neurotréfico (Donato, 2001). Entretanto, altos niveis desta proteina, como
observado na sindrome de Down e em outras doencas neurodegenerativas,

tém sido associados com anormalidades em proteinas sinapticas e do
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citoesqueleto (Hu & Van Eldik, 1996; Whitaker-Azmitia e cols, 1997; de la
Monte, 1999).

A S100B detectada no LA é originaria provavelmente, do sistema
nervoso do feto. Mito & Becker (1993) e Griffin e colaboradores (1989)
mostraram que o numero de células S100B reativas no hipocampo de
pacientes com SD era praticamente o dobro do que o controle em fetos com 39
semanas de gestacao. Isto pode significar que ha células produzindo S100B no
feto e que estes altos niveis podem levar a uma alteracdo na diferenciacdo e
no crescimento das células neurais na SD. Por outro lado, é possivel que a
S100B seja liberada, pelo menos em parte, de outros sitios, como a placenta e
tecido umbilical.

Estudos prévios demonstraram mudancas nos niveis de expressao e
distribuicdo de S100B no sistema nervoso central correlacionados com a idade
(Tiu e cols, 2000; Tramontina e cols, 2002), o que pode estar relacionado a
diferentes papéis desta proteina em distintas regides cerebrais durante o
desenvolvimento fetal, a vida adulta e o envelhecimento (Van Eldik e
Wainwrigjt, 2003).

Alguns trabalhos realizados em sindrome de Down mostraram niveis
elevados da proteina S100B e de seu ARNm, em tecido cerebral de pacientes
com diferentes idades (Marks e cols, 1996; Griffin e cols, 1998; Tiu e cols,
2000). Kato e colaboradores (1990) mostraram aumento nos niveis
extracelulares desta proteina em pacientes com sindrome de Down, mas
nenhum dado existia a respeito do seu perfil ontogenético.

Nos dados apresentados no MANUSCRITO Il confirmamos que o0s
niveis da proteina S100B em soro de pacientes com SD estdo aumentados
cerca de 50%, quando comparados a individuos normais. Realizamos um
estudo de correlagdo entre S100B e idade, dividindo os individuos em dois
grupos: menores de 4 anos e maiores de 4 anos. Esta idade foi escolhida
baseado num estudo prévio que mostrou uma mudanca critica do
desenvolvimento cerebral neste periodo, no que concerne o metabolismo
energético e a sinaptogénese (Chugani e cols, 1998; Ikonomidou e cols, 2001).
Individuos normais exibem uma correlacdo negativa com a idade, mas nos

pacientes com SD esta associacdo nao é vista.
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Os niveis mais elevados e persistentes de S100B nos pacientes com SD
estdo presentes desde o periodo fetal, possivelmente devido a um efeito de
dosagem do gene no inicio da vida fetal. Isto contribui para a idéia geral de que
a presenca da S100B precede o aparecimento da placa amildide na doenca de
Alzheimer. De fato, estd relatado na literatura que a grande maioria dos
pacientes com sindrome de Down irdo desenvolver doenga de Alzheimer
(Mann, 1988; Griffin e cols, 1998). A sindrome de Down provavelmente
representa 0 melhor modelo natural pré-programado da neuropatologia da
doenca de Alzheimer. De acordo com Griffin e colaboradores (1998) os niveis
elevados de S100B podem disparar uma super-expressao neuronal de APP
(também mapeado na regido DSCR), consequentemente gerando o peptideo
B-amildide. Este peptideo pode entédo induzir a liberacéo de citocinas, incluindo
a S100B nos astrdcitos, bem como a gliose reativa.

Outros achados encontrados em tecido cerebral de pacientes com
sindrome de Down e doenca de Alzheimer atribuidas a S100B, também
observadas em ratos transgénicos que superexpressam S100B, incluem
alteracbdes do citoesqueleto, extensdo neuritica anémala e morte neuronal
(Sheng e cols, 2000).

7.1.1 - SINDROME DE DOWN e SOD

Muitos estudos tém proposto um componente genético que predispde 0s
individuos com sindrome de Down a desenvolver a doenca de Alzheimer. A
superexpressao da SOD como um resultado da carga genética € sugerida
como a responsavel por esta associacdo com a doenca de Alzheimer, devido
ao dano dos processos oxidativos na trissomia do 21, pois a SOD tem um
papel importante na remocao dos radicais livres (Turrens, 2001; Noor e cols,
2002).

Tem sido sugerido que uma copia extra do gene da enzima superéxido
dismutase-1 na sindrome de Down seja responsavel por algumas das
manifestacbes clinicas da doenca. Teoricamente, qualquer desequilibrio nos
niveis relativos de SOD, glutationa peroxidase e catalase (duas outras enzimas
envolvidas na protecdo contra o estresse oxidativo) podem ter efeitos deletérios
na membrana celular (Percy e cols, 1990). Nossos resultados da atividade da

SOD (MANUSCRITO 1) confirmam os achados de estudo prévio que mostrou
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aumento de atividade no liquido amniético e em fibroblastos de pacientes com
sindrome de Down (Baetman e cols, 1985), bem como estdo de acordo com
outros relatos que demonstram superexpressao da enzima de cerca de 1,5
vezes em células e tecidos de pacientes com SD (Percy e cols, 1990) e soro de
maes com fetos com sindrome de Down (Ognibene e cols, 1999).

Curiosamente, ndo encontramos qualquer associacdo em relagéo a atividade

da SOD com a idade gestacional.

7.2 - S100B EM PACIENTES COM DEFEITO DO TUBO NEURAL

Como visto no estudo da S100B na sindrome de Down, esta proteina
tem sido amplamente estudada como marcador de diversas doencas, bem
como de injuria do sistema nervoso central. Tentando aprofundar nossa
compreensao sobre seu papel neste contexto, estudamos o0s niveis da S100B
em pacientes com defeito de tubo neural.

Descrevemos, originalmente, os niveis séricos de S100B em pacientes
com defeito do tubo neural. Como apresentado no MANUSCRITO Ill, néo
encontramos diferenga nos niveis de S100B entre os pacientes e os individuos
controle.

Assim como no MANUSCITO IlI, dividimos os individuos em dois
subgrupos: menores e maiores que 4 anos. Como ja havia sido demonstrado,
os individuos normais apresentaram uma correlacdo negativa com a idade,
mas este efeito ndo foi observado em pacientes com defeito de tubo neural.

Muitos estudos sédo consistentes com a idéia de que a expressao cronica
de S100B, como a observada na sindrome de Down, pode aumentar o risco de
posterior desenvolvimento de doenca de Alzheimer pela promocgdo do
desenvolvimento da placa amiléide (Griffin e cols, 1998; Sheng e cols, 2000).

A exposicdo dos pacientes com defeito do tubo neural a niveis
aumentados de S100B pode ter algum efeito e deve ser mais investigada.
Sindic e colaboradores (1984) em seu estudo dos niveis de S100B em liquido
amnidtico de gestacdes com fetos anencefalicos sugeriu que estes niveis
podem ser considerados um sinal biologico de injaria celular do cérebro

exencefalico.
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Os resultados apresentados no MANUSCRITO Il indicam a persisténcia
de niveis elevados desta proteina ap0s a correcdo cirdrgica. Muitos autores
tém sugerido um papel da S100B na plasticidade neural (Donato e cols, 2001;
Van Eldik e Wainwright, 2003), logo seria possivel sugerir que 0s niveis
persistentes de S100B estdo associados com o déficit neurolégico observado
nestes pacientes.

7.3 - FONTE EXTRACEREBRAL DE S100B

Como mencionado na introdugcédo desta tese, a S100B foi descrita
inicialmente como especifica de neurdnio (Moore, 1965), mas sua posterior
caracterizacdo revelou que esta proteina é localizada principalmente nas
células gliais (Boyes e cols, 1986). Ainda, sua presenca foi evidenciada em
varias células de tecidos nédo nervosos (Vanstapel e cols, 1986; Haimoto e cols,
1987).

Inicialmente o nivel de S100B no tecido adiposo foi comparado ao do
cérebro (Suzuki e cols, 1982; Micheti e cols, 1983; Zimmer e cols, 1991) e,
embora o significado biolégico da proteina neste tecido periférico ndo seja
conhecido, o perfil do desenvolvimento da S100B em ratos sugere que este
possa ser controlado por horménios e/ou pela dieta (Kato e cols, 1983).
Normalmente os niveis de S100B ndo sédo detectaveis no soro humano,
entretanto niveis séricos elevados tém sido encontrados em varias condigdes
neuropatoldgicas e os investigadores acreditam que esta elevacdo é causada
por dano no SNC (Kanner e cols, 2003).

Os resultados do MANUSCRITO IV demonstram que ratos submetidos a
48 horas de jejum apresentam niveis mais altos de S100B quando comparados
com animais controle e que esta diferenca néo € observada no LCR.

Suzuki e Kato (1986) sugeriram que esta proteina possa participar no
processo de diferenciacdo dos adipécitos além de exercer alguma fungéo no
adipdcito diferenciado. A presenca de altos niveis de S100B nos adipdcitos e a
sua resposta seletiva as catecolaminas sugere uma participacdo desta proteina
numa funcdo celular peculiar ao tecido adiposo. Dados de Suzuki e
colaboradores (1984) e estudos preliminares em nosso laboratério, indicam que

este efeito possa ser mediado por AMPc.
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Estudos em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca sugerem que a
fonte da S100B sérica presente apos tal procedimento é basicamente
extracerebral, o que enfraquece seu papel como marcador de injuria cerebral,
como sugerido anteriormente (Anderson e cols, 2001; Jonsson e cols, 1999,
2003). Ainda, estudo em pacientes de UTI com disfungcdo em mudltiplos 6rgéos
ou pacientes com trauma encefalico sugerem que a S100B possa ser liberada
de fonte extracerebral (Kleine e cols, 2003). Trabalhos recentes medindo os
niveis de S100B durante a atividade fisica mostraram altos niveis de S100B,
corroborando uma origem periférica (Dietrich e cols, 2003; Hasselblatt e cols,
2004). Scaccianoce e colaboradores (2004) também demonstraram uma
correlacdo entre S100B e estresse, sugerindo cautela ao se usar esta proteina
como marcador de lesdo neural.

Desde a descoberta da leptina, o tecido adiposo tem sido carcaterizado
como um Orgao enddécrino (Zhang e cols, 1994). De fato, sabe-se que este
tecido expressa e secreta uma variedade de polipeptideos, chamados de
adipocinas, que agem tanto localmente como ao nivel sistémico (Kershaw e
Flier, 2004). A S100B tem caracteristicas suficientes para ser considerada uma
adipocina. Nosso resultado reforca a idéia sobre as fontes extracerebrais

contribuindo para os niveis séricos de S100B, particularmente os adipdcitos.

Nesta tese estudamos o papel da proteina S100B na sindrome de Down,
bem como seu papel como marcador de injaria do sistema nervoso, em
pacientes com defeito de tubo neural e adicionalmente, procuramos demonstrar
a presenca de fontes extracerebrais de S100B. Observamos um aumento da
proteina S100B em liquido amniético de gestacdes com fetos com sindrome de
Down, e mostramos que este aumento esta associado com a idade
gestacional; e no soro de pacientes com sindrome de Down determinamos o
perfil ontogenético desta proteina. O estudo da S100B como marcador de
injuria em pacientes com defeito de tubo neural n&o revelou diferencas em
relacdo aos individuos normais, e estes pacientes ndo apresentam variagdo
dos niveis da proteina dependente da idade, como acontece nos individuos

controle. Também investigamos o0 tecido adiposo como provavel fonte
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extracerebral de S100B, correlacionando 0s niveis séricos com aqueles
encontrados em LCR de ratos submetidos a jejum.
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8.CONCLUSOES
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Os resultados apresentados permitem concluir que:

1- Os niveis de S100B em liquido amniotico podem ser um marcador

para sindrome de Down;

2- Existe uma forte associagéo entre a concentracdo de S100B e a idade

gestacional nos casos de sindrome de Down;

3- A superéxido dismutase em liguido amnidtico também pode ser um
bom marcador para sindrome de Down e ndo encontramos associacdo da

atividade da SOD com a idade gestacional;

4- Os pacientes com sindrome de Down apresentam niveis elevados de

S100B no soro; e este aumento apresenta um perfil ontogenético;

5- Os pacientes com defeito do tubo neural apresentam niveis séricos de
S100B semelhantes aos dos individuos normais; mas quando comparamos
estes pacientes e individuos normais com mais de 4 anos, 0s niveis de S100B

sao maiores nos pacientes com defeito do tubo neural;

6- Ratos submetidos a jejum de 48 horas apresentam niveis séricos de

S100B superiores aos animais controle; este aumento ndo é observado no

liquido cefalorraquidiano;

7- Adipocitos dissociados, apés 1 hora de incubacao, apresentam niveis

aumentados de S100B, e este aumento é ainda maior na presenca de

adrenalina.
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9.ANEXO
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Informacdes Adicionais

Consideramos importante apresentar algumas informacdes que néo
constam nos manuscritos dos artigos, todos eles preparados de acordo com as
regras dos periédicos especializados.

O material biolégico dos pacientes que foram estudados nesta tese era
andénimo, e foram gentilmente cedidos para este estudo. Esta é uma pratica
corrente neste tipo de estudo.

O material biologico dos pacientes do manuscrito | foi enviado de
Portugal, pela Prof Maria da Purificagdo Tavares. Naquele pais existe uma
excelente rede de triagem pré-natal para doencas genéticas, onde as pacientes
realizam o teste triplo em soro materno e aquelas que apresentam risco
aumentado realizam posteriormente exame de amniocentese.

O material bioldgico dos pacientes do manuscrito Il foi gentilmente
cedido pela Dra Cristina Helena Ferreira, do Servico de Gastroenterologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Estes pacientes fizeram parte de um
estudo sobre a eficicia da vacina para a hepatite C.

O material dos pacientes do manuscrito Il fez parte da tese de
doutorado da Dra. Témis Felix, que estudou o metabolismo da homocisteina
nos pacientes com defeito do tubo neural.

Todos o0s pacientes (ou seu responsaveis) destes estudos assinaram
consentimento informado e passaram por uma avaliagdo clinica.

Todos o0s pesquisadores acima citados realizam trabalhos em

colaboracdo com o grupo de pesquisa do Prof Roberto Giugliani.
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