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RESUMO 
 

(Luis Valmor Cruz Portela, A PROTEÍNA S100B COMO MARCADOR PERIFÉRICO 

DE DANO AO SISTEMA NERVOSO CENTRAL, E ATIVIDADES DE 

NUCLEOTIDASES EM LCR DE RATOS). A S100B é uma proteína ligante de cálcio, 

de massa molecular de 21kDa, expressa principalmente por astrócitos. Esta proteína tem 

sido implicada em atividades funcionais tanto intra quanto extracelulares. Muitos estudos 

têm sugerido que intracelularmente ela está envolvida na modulação de proteínas do 

citoesqueleto e na regulação do ciclo celular. A proteína S100B pode ser secretada pelos 

astrócitos e desenvolver atividades extracelulares, que parecem depender de sua 

concentração. Em concentração nanomolar ela atua como fator trófico às células neurais, 

enquanto que em concentrações micromolar ela pode ser neurotóxica. A quantificação da 

proteína S100B no sangue e líquor  se correlaciona com a extensão e intensidade do dano 

ao sistema nervoso central (SNC) o que permite sua utilização em estudos como 

marcador bioquímico de dano ou disfunção cerebral. Esta tese está dividida em três 

partes. A primeira parte propõe a utilização clínica da proteína S100B em patologias com 

envolvimento do SNC  como a síndrome de Down, mielopatia associada ao vírus HTLV-

I, lupus eritematoso sistêmico, epilepsia secundária a neurocisticercose e, além disso 

demonstramos a curva de ontogenia da S100B no sangue. Na segunda parte descrevemos 

uma atividade de nucleotidases presente em líquor de ratos, e finalmente, na terceira parte 

abordamos as perspectivas para futuros trabalhos. Os resultados obtidos pelo nosso grupo 

e por outros grupos internacionais relatam que a proteína S100B é um marcador 

inespecífico para evidenciar dano ou disfunção em doenças agudas e crônicas com 

envolvimento do SNC. Apesar de ser um marcador inespecífico, medidas dos níveis da  

proteína S100B tem grande sensibilidade para detectar uma resposta celular cerebral 

inespecífica. Além disso, demonstramos que estudos clínicos com esta proteína 

necessitam controles pareados por idade e sexo. A atividade nucleotidásica descrita no 

líquor de ratos hidrolisa preferencialmente o GDP e UDP comparado aos outros 

nucleotídeos.  Nas perspectivas, os resultados mostrados são referentes a experimentos 

preliminares o que torna prematuro qualquer tipo de conclusão. 

 
 



ABSTRACT 
 

(Luis Valmor Cruz Portela, THE S100B PROTEIN AS A MARKER OF CENTRAL 

NERVOUS SYSTEM DAMAGE, AND NUCLEOTIDASES ACTIVITIES IN THE 

RAT CSF) The S100B is a calcium binding protein, with low molecular weight, wich is 

expressed predominantly by astrocytes. This protein have been implicated in functional 

activities in both intra and extracelular space. Many studies have suggested that 

intracellularly  this protein is involved  in the regulation of cytoskeleton and cell cycle. 

Moreover, S100B can be secreted by astrocytes and its effects on the extracelular space 

appear to be dependent of its concentration. The S100B protein, in nanomolar 

concentration act as trophic factor to neural cells stimulating glial proliferation and 

survival of neurons, whereas in micromolar concentration induce apoptosis of astrocytes 

and neurons. Measurement of S100B protein in cerebrospinal fluid (CSF) and blood is 

related with the extension and intensity of central nervous system (CNS) damage, this 

issue influenced   its study as a biochemical marker of brain dysfunction or injury. This 

thesis is organized in three sections. The first is regarding the clinical use of S100B in 

some diseases with clear involvement of CNS as Down´s syndrome, HTLV-I associated 

mielopathy, systemic lupus erythematosus, epilepsy secondary to neurocysticercosis, as 

well as we decribed the ontogenic?? curve of S100B in serum. In the second section we 

described a nucleotidase activities present in CSF of rats, and finally, in the thirth  section 

we report some perspectives to future works. The results obtained by our group and 

others international groups report that S100b protein is a inespecific marker of damage or 

dysfunction in acute and chronic diseases involving CNS. Despite of an inespecific 

marker, measurement of S100B protein have high sensitivity to detect an inespecific 

cerebral response. On the other hand, we show that clinical studies using S100B needs 

controls matched by age and sex. The nucleotidase activities in the CSF, hydrolyzed 

preferentially GDP and UDP compared with the others nucleotides. In the perspectives, 

we shown preliminary results that needs additional experiments, therefore, is premature 

to take some conclusion.    

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

CAPÍTULO I 
 

INTRODUÇÃO GERAL 
 

A PROTEÍNA ASTROCITÁRIA S100B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1.1 Os astrócitos 

No sistema nervoso central (SNC) há dois grupos de células gliais: a macroglia, 

constituída dos astrócitos, oligodendrócitos e células ependimais, e a microglia. Dentre as 

células gliais, os astrócitos são os que estão presente em maior número. Eles desempenham 

um  importante papel que está relacionado à homeostasia e à integração dos processos 

neuroquímicos, e não unicamente de suporte estrutural, como se acreditava anteriormente 

(Dong e Benveniste, 2001). 

Os astrócitos, ao que se sabe, não estão diretamente envolvidos no processamento de 

informações no SNC, mas, entre outras funções, eles liberam fatores neurotróficos e 

citocinas, orientam o desenvolvimento neuronal, direcionam o crescimento dos axônios, 

regulam o metabolismo dos neurotransmissores e os níveis dos íons extracelulares 

(Benveniste, 1998; Dong e Benveniste, 2001). Outro importante papel atribuído aos 

astrócitos está a sua participação tanto na formação quanto na manutenção da integridade 

da  barreira hematoencefálica (Ghazanfari e Stewart, 2001; Dong e Benveniste, 2001).  

Portanto, alterações funcionais ou estruturais nos astrócitos podem afetar a atividade 

neuronal e das próprias células gliais, resultando em comprometimento do SNC.  

 

1.2 A Gliose reativa 

Os astrócitos proliferam intensamente durante o desenvolvimento embrionário do 

cérebro e mantêm sua capacidade de proliferar por toda a vida adulta, embora nesta fase da 

vida, e sob condições fisiológicas, a maioria das células gliais mantém uma proliferação 

apenas modesta, que tem por objetivo substituir a perda astrocitária que ocorre durante o 

envelhecimento (Ciccarelli et al, 2001). Entretanto, nos eventos neuropatológicos agudos 

(isquemia cerebral, trauma, convulsões), bem como em doenças neurodegenerativas 

crônicas (doenças de Alzheimer, Parkinson, Huntington), ocorre uma ativação astrocitária 

vigorosa  que é denominada de "gliose reativa" (Ciccarelli et al, 2001;Vila et al, 2001; 

Stone, 2001). A gliose reativa é uma resposta dos astrócitos caracterizada pelo aumento da 

sua proliferação e/ou por alterações da sua morfologia, como hipertrofia e emissão de 

ramificações. Em decorrência disso, há um aumento da expressão e síntese de filamentos 

intermediários como proteína glial fibrilar ácida, e, também, aumento da síntese e secreção 

de outras proteínas astrocitárias como, por exemplo, interleucina-1, interleucina-6, fator de 



necrose tumoral-alfa, interferon-gama e proteína S100B (Cerutti e Chadi, 2000; Dong e 

Benveniste, 2001; Nolte et al, 2001; Adami et al, 2001). Dentro do contexto que envolve 

aspectos estruturais e funcionais dos astrócitos, a proteína S100B tem recebido muita 

atenção da comunidade científica, tanto em relação ao seu envolvimento em estados 

patológicos quanto à sua função fisiológica.  

 

1.3 A proteína S100B 

Moore,  em 1965, descreveu uma proteína que estava presente em extratos solúveis de 

cérebro bovino, mas ausente em extratos de fígado. Devido à solubilidade parcial desta 

proteína em solução de sulfato de amônio 100% saturado e pH neutro, ela foi denominada  

“S100”. Estudos posteriores demonstraram que esta fração de tecido cerebral continha uma 

mistura de polipeptídeos α e β que formam, na verdade, as isoformas S100A1 (dímero α - 

α) e S100B  (dímero β - β) da proteína S100 (Isobe e Okuyama, 1981; Isobe et al, 1981). 

No SNC, a proteína S100A1 tem localização predominantemente neuronal, enquanto 

que a proteína S100B está presente em altas concentrações nos astrócitos, e, em menor 

concentração, nas células de Schwann. Fora do SNC, a proteína S100A1 está expressa em 

cardiomiócitos, células do músculo esquelético, células renais e células epiteliais salivares, 

enquanto que outros grupos celulares como melanócitos, adipócitos, condrócitos e células 

epidermais de Langerhans também expressam a proteína S100B (Donato, 1991; Donato, 

1999). 

Atualmente, está descrito que S100 é uma família de proteínas ligantes de cálcio com 

19 membros já descritos, que por sua vez estão implicados nas mais variadas funções, tanto 

intra quanto extra celularmente (Donato, 1999). A ligação do íon cálcio a estas proteínas 

provoca mudanças conformacionais e levam à exposição de resíduos hidrofóbicos, que 

parecem ser o sítio de ligação das proteínas efetoras. Esta interação resulta na alteração da 

atividade da proteína efetora e, posteriormente, numa resposta celular (Baudier e Gerard, 

1986; Zimmer et al, 1995). 

A proteína S100B, assim como outras da família S100 (S100A4, S100A8, S100A9), 

além de possuir propriedades funcionais intracelulares, pode fisiologicamente ser secretada 

para o meio extracelular e desenvolver atividades funcionais extracelularmente (Shashoua 

et al, 1984;Van Eldick e Zimmer, 1987; Zimmer et al, 1995). 



De acordo com experimentos “in vitro”, a proteína S100B tem sido estudada tanto no 

que se refere às suas propriedades funcionais intracelulares quanto extracelulares. 

Intracelularmente, ela tem sido relacionada a funções biológicas tais como: (a) regular 

fosforilação de proteínas constituintes do citoesqueleto, como proteína glial fibrilar ácida 

(GFAP) e proteínas associadas a microtúbulos (MAP); (b) modular a atividade de enzimas 

como ATPase, adenilato ciclase e aldolase; (c) modular o ciclo celular; (d) manutenção da 

homeostasia de cálcio intracelular (Donato, 1991; Zimmer et al, 1995; Schäfer e Heizmann, 

1996; Donato, 1999; Gentil et al, 2001). 

Kligmann & Marshak (1985) demonstraram que a proteína S100B tem ação 

neurotrófica, sugerindo pela primeira vez uma possível função extracelular. No 

desenvolvimento do sistema nervoso, ocorre uma série de eventos coordenados que inclui a 

regulação da proliferação e diferenciação celular, sendo que a proteína S100B tem sido 

implicada nestes processos (Selinfreund et al, 1991; Donato, 2001). Outra ação extracelular 

foi proposta por Azmitia et al (1992), que sugerem que a secreção da proteína S100B 

poderia ser estimulada pelo neurotransmissor serotonina através dos receptores 5HT1A 

presentes nos astrócitos. Em contrapartida, a proteína liberada pelos astrócitos provocaria a 

liberação de  mais serotonina pelos neurônios.  

Além dos trabalhos citados acima, nosso grupo, sob coordenação do Prof. Dr. Carlos 

Alberto Gonçalves, tem contribuído significativamente com publicações relevantes sobre 

aspectos como a modulação, secreção e mecanismos de ação envolvendo a proteína S100B. 

Dentre estes trabalhos, podemos destacar o efeito inibitório da S100B sobre a fosforilação 

da GFAP e vimentina como um possível mecanismo regulador do ciclo 

polimerização/despolimerização dos filamentos intermediários (Ziegler et al, 1998). Em 

outro trabalho, culturas de astrócitos do cerebelo apresentaram maior secreção e 

imunoconteúdo da proteína S100B quando comparados com culturas de astrócitos de 

hipocampo e córtex cerebral (Pinto et al, 2000). Além disso, em cultura de astrócitos, a 

atividade extracelular da S100B parece ser mediada pela ativação da cascata das ERK 1 e 2 

(do inglês, ¨Extracellular Regulated Kinases¨) (Gonçalves et al, 2000).  

Entretanto, apesar de ter sido descrita há mais de 30 anos, as funções biológicas da 

proteína S100B ainda não foram totalmente identificadas e compreendidas (Zimmer et al, 

1995; Donato, 2001). 



1.4 Implicações da proteína S100B em doenças neurodegenerativas  

Estudos com o objetivo de esclarecer o potencial envolvimento da S100B em processos 

neurodegenerativos e os mecanismos pelos quais ela exerce seus efeitos têm sido tratados 

com grande interesse nos últimos anos (Azmitia et al, 1992; Zimmer et al, 1995; Azmitia et 

al, 1997, Donato, 2001). O aumento dos níveis cerebrais desta proteína tem sido implicado 

na patofisiologia das alterações cerebrais presentes na doença de Alzheimer e síndrome de 

Down, sendo que camundongos transgênicos que super expressam a proteína S100B 

apresentam alterações morfológicas e comportamentais semelhantes àquelas que ocorrem 

na doença de Alzheimer e síndrome de Down (Azmitia et al , 1992; Withaker-Azmitia et al, 

1997, Donato 1999). Devido aos seus efeitos extracelulares, a proteína S100B é também 

considerada uma citocina, e, desta forma, ela pode estar envolvida não somente na 

patofisiologia das alterações presentes na doença de Alzheimer e síndrome de Down, como 

também na resposta inflamatória ao dano cerebral (Griffin et al, 1998 ).  

Uma vez no meio extracelular, e dependendo da sua concentração, a proteína S100B 

pode ter um efeito trófico (concentrações nanomolares) ou tóxico (concentrações 

micromolares) às células neurais. Os mecanismos moleculares pelos quais a proteína 

S100B exerce seus efeitos tróficos ainda precisam ser melhor esclarecidos (Donato, 2001).  

Um dos mecanismos propostos para o efeito neurotóxico da proteína S100B pode ser 

atribuído à estimulação de uma enzima óxido nítrico sintase induzível de astrócitos, 

resultando na morte celular por apoptose, tanto dos neurônios quanto de astrócitos (Hu e 

Van Eldik,  1996; Hu et al, 1997; Donato, 2001). O aumento do influxo de cálcio citosólico  

e a depleção das reservas intracelulares induzidas pela proteína S100B também pode levar 

a morte neuronal por apoptose (Mariggio et al, 1997; Donato, 1999).  

Portanto, é possível considerar que a saída da proteína S100B do compartimento 

intracelular (onde a concentração média estimada é de 10 µM) resulta em níveis 

extracelulares que podem refletir uma situação benéfica (neuroprotetora) ou tóxica para as 

células vizinhas (Nishikawa et al, 1997, Ahlemeyer et al, 2000). 

  

1.5 Marcadores bioquímicos de dano cerebral 

Marcadores periféricos de dano ou disfunção de órgãos como rim, próstata, fígado e 

coração têm sido ao longo dos anos amplamente utilizados com muito sucesso na prática 



médica. Entretanto, no que diz respeito ao cérebro, fatores como a sua complexidade de 

funções, compartimentalização e distribuição celulares, bem como a influência da barreira 

hematoencefálica, impõem consideráveis dificuldades na interpretação dos níveis de 

marcadores de dano cerebral no líquido céfaloraquidiano (LCR) e sangue. Neste sentido, a 

busca de marcadores periféricos capazes de auxiliar a detectar e quantificar precocemente 

alterações neurológicas e psiquiátricas secundárias a doenças de diferentes etiologias tem 

merecido atenção de diversos grupos de pesquisa nos últimos anos.  

Medidas das atividades de adenilato kinase, creatina fosfokinase e dos níveis de lactato 

têm sido propostas, e os resultados indicam que os níveis destes marcadores quando 

quantificados no LCR podem ser correlacionados a alterações cerebrais; entretanto, as 

medidas no sangue apresentam fraca correlação. Um outro marcador, a proteína básica de 

mielina, encontrada nos oligodendrócitos, também pode ser liberada no LCR após dano 

cerebral ou doenças desmielinizantes. Entretanto, a punção medular para a obtenção do 

LCR é um fator clínico e ético limitante do uso destes marcadores bioquímicos (Johnsson, 

1996). 

A NSE (neuron specific enolase) isoforma γγ é uma enzima glicolítica que está 

localizada no citoplasma dos neurônios, e tem sido proposta como marcadora de morte 

neuronal (Wunderlich et al, 1999). Sua maior restrição como marcador de dano cerebral 

está no fato de estar presente em altas concentrações nos eritrócitos e plaquetas, e portanto, 

a hemólise e lise plaquetária podem prejudicar a análise e interpretação dos resultados 

(Johnsson, 1996). Outros marcadores como interleucina-1, interleucina-6, neopterina, 

β2microglobulina, GFAP e a proteína S100B também têm sido estudados. 

1.5.1 A proteína S100B como marcadora de dano cerebral 

 Embora o papel fisiológico da proteína S100B ainda não seja precisamente conhecido, 

está bem descrito que seus níveis no sangue e no LCR estão aumentados em vários 

distúrbios agudos e crônicos envolvendo o SNC. Tem sido demonstrado que a 

quantificação dos níveis da proteína S100B em LCR e sangue se correlaciona com a 

intensidade e a extensão das injúrias ao SNC, o que permite sua utilização em estudos 

como marcador bioquímico de dano ou disfunção cerebral (Wimmer-Greinecker et al, 

1998; Ashraf et al, 1999; Ingebritsen et al, 1999; Herrmann et al, 2000; Lara et al, 2000; 

Lara et al, 2001; Peskind et al, 2001; Lara et al, 2001). Os níveis periféricos no LCR e no 



sangue podem refletir a reatividade glial à injúria cerebral, bem como alterações na barreira 

hematoencefálica (Ingebritsen et al, 1999). Entretanto, além de dano cerebral, dosagens da 

proteína S100B no sangue têm sido estudadas como marcador de melanomas, e os 

resultados sugerem que a proteína S100B é um potencial marcador sangüíneo para o 

diagnóstico, prognóstico e  para monitorar a resposta à terapia (Schoultz et al, 1996; 

Mohamed et al , 2001).  

No nosso laboratório, para quantificar os níveis da proteína S100B, utilizamos um 

ensaio imunoluminométrico com alta sensibilidade e especificidade e também  

desenvolvemos um imunoensaio enzimático para quantificar a S100B em tecidos e LCR de 

ratos com alta especificidade e leitura colorimétrica (Missler et al, 2000, Tramontina et al, 

2000).  

Nos últimos 4 anos, nosso grupo vem desenvolvendo pesquisa básica sobre o papel 

intra e extracelular da proteína S100B (Ziegler et al, 1998; Gonçalves et al, 2000; Pinto et 

al, 2000), bem como pesquisa aplicada onde estudamos o envolvimento desta proteína em 

doenças neuropsiquiátricas (Lara et al, 2000;Lara et al, 2001; Vieira et al, 2002, Vieira et 

al, 2002). Neste sentido, a presente tese procura fornecer novas abordagens clínicas para a 

utilização da S100B como marcador de dano cerebral. As nossas publicações, em conjunto 

com os diversos trabalhos da literatura internacional, buscam ampliar os conhecimentos 

necessários para que se leve em consideração a potencialidade da proteína S100B como 

marcadora bioquímica na prática médica. Além disso, na busca por novos marcadores 

bioquímicos de dano cerebral, detectamos a presença, e caracterizamos preliminarmente, 

atividades enzimáticas no LCR de ratos, envolvidas na metabolização de purinas 

extracelulares. 

 

1.6 Objetivos e organização dos trabalhos apresentados na tese 

 Esta tese está dividida em três partes. Na primeira parte, procuramos abordar aspectos 

clínicos da utilização da proteína S100B. Para isso, estudamos: a) a potencialidade desta 

proteína como uma ferramenta no diagnóstico pré-natal de fetos portadores da síndrome de 

Down; b) a sua utilização em humanos como um possível marcador bioquímico periférico 

em doenças crônicas e que cursam com comprometimento do SNC; c) a ontogenia dos 

níveis sangüíneos da proteína S100B em indivíduos saudáveis.  



 Na segunda parte, no capítulo VII, fazemos uma breve introdução sobre hidrólise de 

nucleotídeos por nucleotidases, enquanto que, no capítulo VIII, nos dedicamos a descrever 

atividades nucleotidásicas solúveis presentes em LCR de ratos. Estas atividades, embora 

longamente descritas em diversas fontes biológicas, é, pela primeira vez, detectada em 

LRC, o que estimula fortemente a sua utilização como mais um marcador de dano cerebral. 

 Na terceira parte, baseados em resultados preliminares do nosso grupo, mostramos de 

maneira concreta que, como perspectivas, pretendemos estudar: a) modulação pela proteína 

S100B de atividades nucleotidásicas presentes no LCR de ratos; b) o efeito de uma única 

sessão de exercício de natação na secreção astrocitária da proteína S100B e na hidrólise de 

nucleotídeos em LCR e soro de ratos; c) a caracterização da hidrólise de nucleotídeos em 

soro de humanos; d) a utilização da proteína S100B em cirurgias cardíacas com circulação 

extracorpórea (em um projeto que envolve o Departamento de Bioquímica e Instituto de 

Cardiologia / RS, que se iniciou em janeiro de 2002; e) a proteína S100B como marcadora 

do envolvimento cardíaco na doença de Chagas; f) a proteína S100B em modelo 

experimental de isquemia em ratos: associação de um marcador neuroquímico e 

ressonância magnética nuclear (RMN). 
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CAPÍTULO IV 

 
SERUM S100B LEVELS IN PATIENTS WITH 
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CAPÍTULO V 

 
INTERICTAL SERUM OF S100B PROTEIN IN 

PATIENTS WITH EPILEPSY RELATED TO 

CHRONIC NEUROCYSTICERCOSIS: A CASE 

CONTROL STUDY 
(SUBMETIDO AO EXPERIMENTAL NEUROLOGY) 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

CAPÍTULO VI 

 
SERUM S100B LEVEL IS AGE DEPENDENT 

(SUBMETIDO AO CLINICAL CHEMISTRY) 
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CAPÍTULO VII 

 
ECTO-NUCLEOTIDASES E HIDRÓLISE DE 

NUCLEOTÍDEOS 
(BREVE INTRODUÇÃO) 

 

 

 

 

 
 

 

 



2. Ecto-nucleotidases  

Os nucleotídeos podem ser encontrados no espaço extracelular onde atuam como 

moléculas sinalizadoras, mas, em determinado momento, estas moléculas necessitam ser 

removidas e isto ocorre pela ação de ecto-nucleotidases. O produto final da degradação dos 

nucleotídeos pelas nucleotidases é um nucleosideo (Zimmermann, 2001). No caso do 

sistema purinérgico, os derivados da adenina e guanina têm sido implicados em funções 

extracelulares e são igualmente hidrolizados por ecto-nucleotidases. O ATP, por exemplo, 

exerce um papel de neurotransmissor excitatório enquanto que a adenosina age como um 

neuromodulador, cada um deles atuando em receptores específicos do tipo P2 (ATP) e P1 

(adenosina) (Brundege e Dunwiddie, 1997; Ralevick e Burnstock, 1998). Os derivados da 

guanina também são encontrados no meio extracelular e consequentemente estão sujeitos à 

ação de nucleotidases. Com isto, podemos afirmar que as ecto-nucleotidases exercem um 

papel fundamental nos mecanismos de terminação da sinalização via ATP  e na produção 

da adenosina (Cunha, 2001). O papel das nucleotidases na metabolização dos nucleotídeos 

da guanina extracelulares é um campo promissor que merece ser melhor esclarecido. 

Os nucleosídeos tri e difosfatados podem ser hidrolisados por EctoATPases, por 

membros da família das Ectonucleosídeo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase) e 

também pela  Ectonucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP). Os nucleotídeos 

monofosfatados, por sua vez, podem ser hidrolisados por uma ecto-5'-nucleotidase e 

também por fosfatases alcalina (Cunha, 2001; Zimmermann, 2001). Nesta breve introdução 

vamos enfocar basicamente as E-NTPDases que na atual nomenclatura são classificadas 

numericamente como E-NTPDase1, E-NTPDase2, E-NTPDase3, E-NTPDase4, E-

NTPDase5 e E-NTPDases6. Embora hidrolisem tanto os nucleosídeos trifosfatados quanto 

os difosfatados ,estas enzimas apresentam diferenças na ordem de preferência para os 

vários nucleotídeos e na sua localização. As E-NTPDase1, E-NTDase2 e E-NTDase3 estão 

localizadas na face externa da membrana celular, a E-NTDase4 está localizada 

intracelularmente, enquanto que a E-NTDase5 e E-NTDase6 estão localizadas 

intracelularmente mas podem liberadas para o espaço extracelular (Mullero et al, 1999; 

Braun  et al, 2000; Zimmermann, 2001).  

Os nucleotídeos da purina, sob a modulação das ecto-nucleotidases, exercem 

importantes efeitos fisiológicos nas células nervosas, como a indução da diferenciação e 



proliferação celular, e estimulação da síntese e liberação pelos astrócitos da proteína S100B 

que vai atuar como fator trófico e/ou citocina (Rathbone et al, 1999; Ciccarelli et al, 2001). 

Além dos seus efeitos fisiológicos, alterações na hidrólise dos nucleotídeos também têm 

sido descritas em algumas patologias como esquizofrenia, epilepsia e isquemia (Pasini et 

al, 2000, Lara e Souza, 2000; Bonan 2000; Bonan, 2001). 

No próximo capítulo desta tese, descrevemos uma atividade nucleotidásica solúvel  em 

LCR de ratos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

CAPÍTULO VIII 
 

GUANINE AND ADENINE NUCLEOTIDASE 
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a) A proteína S100B modula a atividade de nucleotidase presente em LCR de ratos 

Autores: Portela LV, Oses JP, Sarkis JJ, Gonçalves CA, Souza DO 

Alguns trabalhos  relatam que a proteína S100B pode modular a atividade de algumas 

enzimas. As proteínas S100B e S100A1 estimularam a atividade de ATPases em frações 

subcelulares de mitocôndria e mielina no SNC. A adição de cálcio ou zinco provoca um 

efeito estimulatório adicional (Simonian et al, 1989). As proteínas S100B e S100A1 

também foram capaz de estimular a atividade de uma frutose-1,6-bisfosfato aldolase, 

enquanto que a S100A1 inibiu a glicogênio fosforilase muscular e a S100B não teve efeito. 

Em relação à fosfoglicomutase, a S100A1 inibiu enquanto que a S100B estimulou sua 

atividade. Estes resultados indicam que as proteínas S100B e a S100A1 podem interagir 

com enzimas  e modular o metabolismo energético intracelular (Zimmer et al, 1995; 

Donato, 1999). Nos trabalhos citados acima, a proteína S100B exerceu um efeito 

estimulatório intracelular, ou não apresentou  nenhum efeito.  

No caso da atividade enzimática presente em LCR de ratos, quando a proteína S100B 

(10 e 1000 nM) foi adicionada ao meio de incubação com GDP (0,1 mM), houve inibição 

da hidrólise (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 1 
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b) O efeito de uma única sessão de exercício de natação nos níveis da proteína S100B  

e na hidrólise de nucleotídeos em soro de ratos 

Autores: Dietrich M, Schaf DV, Hoffmann A, Oses JP, Portela LV, Sarkis JJ, 

Gonçalves CA, Souza DO  

 O  exercício tem efeitos benéficos para o funcionamento cerebral, que incluem, por 

exemplo, a ativação da plasticidade neural e, consequentemente, melhoria no aprendizado e 

memória. O aumento na expressão e secreção cerebral de fatores tróficos (fator 

neurotrófico derivado de cérebro e fator de transformação e crescimento beta) no 

hipocampo durante exercício também tem sido frequentemente relatado, e isto poderia ter 

uma influência positiva na função cerebral, como proliferação celular e proteção do 

estresse oxidativo (Tong  et al, 2001, Arai et al, 2002). Por outro lado, o exercício aumenta 

a liberação de serotonina no cérebro  e este neurotransmissor, agindo no receptor 5HT1A, 

estaria  envolvido na fadiga cerebral (Struder e Weicker, 2001; Dwyer e Flyn, 2002).  

  Como já foi descrito na introdução desta tese, a proteína S100B é um fator trófico 

envolvido na maturação, desenvolvimento e proliferação do SNC e que o seu aumento no 

cérebro, sangue e LCR pode estar relacionado a dano celular e/ou ativação de células gliais. 

A serotonina por sua vez pode modular positivamente a secreção da proteína S100B 

(Kligman e Marshak, 1985; Sellinfreund et al, 1991; Azmitia et al, 1992). 

 Oses et al (dados não publicados) determinaram o padrão de hidrólise dos nucleotídeos 

da adenina e guanina em soro de ratos sob condições basais. Está bem descrito que, sob 

condições de estresse, as ecto-nucleotidases são liberadas das células endoteliais de vasos 

junto com os nucleotídeos (Yegutkin et al, 2000). 

 Desenvolvemos um modelo experimental, onde os ratos foram colocados em contato 

prévio com a água (5 minutos sem peso extra). Depois de 24 horas os animais foram 

submetidos a uma sessão única de natação de 1 hora ou 2 horas, com um artefato 

correspondente a 5% ou 7% do peso corporal preso à cauda. Imediatamente após o 

exercício os ratos foram anestesiados com halotano, quando foi então coletado o LCR e 

depois o sangue por decapitação. Os níveis liquóricos da proteína S100B foram medidos 

por um ensaio imunoenzimático (Tramontina et al, 2001) (Figura 2). A hidrólise dos 

nucleotídeos no sangue foi medida pelo método de Chan et al (1986) (Figura 3).  
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c) A caracterização da hidrólise de nucleotídeos da purina em soro de humanos 

Autores: Cerezer VH, Oses JP, Portela LV, Sarkis JJ, Souza DO 

A importância dos nucleotídeos da adenina  (ATP, ADP, AMP), e o seu nucleosídeo 

adenosina no sangue já está bem estabelecida. O ATP tem efeito vasoconstritor, e 

dependendo da sua concentração pode ser citotóxico. O ADP provoca agregação 

plaquetária e a adenosina produzida a partir da degradação do ATP, ADP e AMP atua 

como vasodilatador (De oliveira et al, 1997). Por sua vez, os efeitos dos nucleotídeos da  

guanina (GTP, GDP, GMP) e da guanosina no sangue ainda são pouco conhecidos 

(Ciccarelli et al, 2001). Estamos caracterizando o padrão de hidrólise dos nucleotídeos da 

adenina e guanina no soro de humanos. A produção de fosfato inorgânico (Pi) foi linear na 

concentração de 1,00 até 1,25 mg de proteína por tubo. Escolhemos trabalhar na 

concentração fixa de 1,00 mg de proteína por tubo. A hidrólise dos nucleotídeos foi linear 

até 60 minutos. A atividade específica de hidrólise de nucleotídeos esta expressa na tabela 

1. 

Os experimentos relacionados a este trabalho continuam e o próximo passo será a 

elaboração de uma curva de substrato. Uma vez concluída esta padronização, medidas 

desta atividade serão feitas em soro de pacientes psiquiátricos submetidos a eletroterapia 

convulsiva, numa colaboração entre o laboratórios do Prof. José J Sarkis e o do Prof. 

Wagner Gattaz da USP. 

Tabela 1. 

Nucleotídeo 

(N = 3) 

Média  (±DP) 

(nmol Pi. min-1. mg-1 ) 

ATP 0,065 ± 0,001 

ADP 0,047 ± 0,003 

AMP 0,082 ± 0,022 

GTP 0,105 ± 0,005 

GDP 0,520 ± 0,100 

GMP 0,130 ± 0,03 

 

 



d) Avaliação perioperatória de injúria cerebral em transplantes cardíacos através 

da quantificação dos níveis sangüíneos da proteína S100B  

Projeto coordenado pelo Prof. Carlos Alberto Gonçalves  
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Diogo Souza, MD, PhD 
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Solange Bordignon, MD 

Edemar Pereira, MD 
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Complicações cerebrais decorrentes de cirurgias cardíacas com circulação 

extracorpórea (CEC) têm sido descritas freqüentemente. A incidência de disfunções 

neurológicas e neuropsicológicas após cirurgias cardíacas varia significativamente, 

dependendo da idade e patologia do paciente, do tipo de cirurgia, do tempo de CEC e da 

parada circulatória. Dentre as complicações neurológicas, têm sido relatado casos de injúria 

cerebral fatal, convulsões, acidente vascular cerebral, déficit de consciência, entre outros 

achados neurológicos. As complicações neuropsicológicas incluem problemas como 

alteração de concentração, memória, aprendizado e déficit visual-motor. 

 A etiologia dessas disfunções pode estar relacionada a eventos tromboembólicos como 

macro e microembolia, tempo prolongado de CEC e clampeamento aórtico e hipotermia 

profunda (Aberg, 1995; Mills, 1995; Roach et al, 1996;Wimmer-Greinecker et al, 1998). 

Além disso, a indução de uma resposta inflamatória envolvendo a cascata do complemento, 



ativação leucocitária, geração de espécies reativas de oxigênio e disfunções de coagulação, 

também podem estar relacionadas à fisiopatologia dessas disfunções (Aberg, 1995; Mills, 

1995; Roach et al, 1996;Wimmer-Greinecker et al, 1998). Os transplantes cardíacos são 

hoje uma modalidade terapêutica para cardiopatias que não se beneficiam de outra 

modalidade cirúrgica e cujo tratamento farmacológico foi esgotado. A técnica cirúrgica 

inclui CEC com parada circulatória e hipotermia e as complicações neurológicas de 

transplantes cardíacos são semelhantes àquelas descritas para outras cirurgias com CEC. 

Dentro deste contexto, alguns grupos têm proposto a utilização da proteína S100B como 

marcador bioquímico de injúria cerebral decorrente de cirurgias cardíacas com CEC, e os 

resultados parecem demonstrar uma correlação significativa entre o aumento dos níveis 

sangüíneos desta proteína e comprometimento neuropsiquiátrico (Wimmer-Greinecker et 

al, 1998; Ashraf et al, 1999; Hermann et al, 2000). Neste projeto pretendemos quantificar 

os níveis sangüíneos perioperatórios da proteína S100B e avaliar seu possível valor 

prognóstico como marcador de comprometimento do SNC, em pacientes submetidos a 

transplantes cardíacos. As coletas de sangue iniciaram em março de 2002 e dependem, 

evidentemente,  do número de doadores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



e) Doença de Chagas. 

Autores: Portela LV, Tort ABL, Schaf DV, Walz R, Horowitz E, Gonçalves CA, 

Souza DO 

 Relatos da literatura apontam para a possibilidade de cardiomiócitos também 

expressarem a proteína S100B quando submetidos a injúrias (Kahn et al, 1991; Tsoporis et 

al, 1997). Isto nos levou a estudar a possibilidade desta proteína ser um marcador 

periférico de utilidade clínica para algumas doenças cardíacas, como a doença de Chagas. 

Resultados preliminares do nosso grupo demonstram claramente que os níveis séricos de 

S100B estão aumentados em pacientes chagásicos com miocardiopatia (cardiomegalia) 

quando comparados com sujeitos controles (P < 0.004, Figura 4). Pacientes chagásicos 

com megacólon sem lesão cardíaca evidente apresentaram uma tendência (P = 0,07) à 

significância em relação aos mesmos controles. 

A partir destes promissores resultados preliminares, pretendemos medir os níveis 

séricos de S100B em pacientes com cardiomegalia secundária à cardiopatia hipertensiva, 

com o objetivo de determinar se as alterações observadas nos níveis de S100B refletem 

uma resposta específica na doença de Chagas ou a alterações no miocárdio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 4. 
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f) Isquemia experimental em ratos 

Portela LV, Napp G, Paim L, Moczulski E, Mazzini G, Schaf D, Gonçalves CA, 

Netto CA, Souza DO. 

 Baseado em evidências da literatura, que indicam que os níveis séricos da proteína 

S100B  aumentam em episódios isquêmicos cerebrais (Wunderlich et al, 1999; Jonsson et 

al, 2001), em colaboração com o grupo do Dr. Carlos Alexandre Neto, começamos a 

determinar os níveis séricos e liquóricos de S100B e a realizar exames de imagem cerebral 

por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) em ratos submetidos a isquemia global 

transitória. 

Resultados preliminares demonstram que logo após o insulto isquêmico os níveis  

liquóricos de S100B estão aumentados (ao redor de 10 vezes) (Tabela 2). Com o objetivo 

de  tentar correlacionar este aumento precoce com posteriores alterações cerebrais 

detectadas por análise com imagens, realizamos RMN em cérebro de ratos 24 hs após o 

insulto isquêmico. A Figura 5 mostra que o insulto isquêmico produz alterações 

detectáveis por RMN cerebral. 

A partir disso, iniciaremos protocolos de pesquisas com abordagens farmacológicas de 

neuroproteção no modelo de isquemia induzida, utilizando para monitorar a terapêutica 

tanto a medida da S100B, como os parâmetros de neuroimagem. 

 

Tabela 2. 

Grupo (N = 3) S100B (ng/mL) 

Controle 0,38 ± 0,07 

Isquemia 3,50 ± 0,03 

  

 

 

 



 
Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

CAPÍTULO X 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



A proteína  S100B é uma proteína astrocitária ligante de cálcio de peso molecular de 

21 KDa e que tem localização predominantemente no SNC. Outras células fora do SNC 

como melanócitos, adipócitos e células epidermais de Langerhans também podem 

expressar esta proteína, mas a concentração cerebral é muito maior, sendo 

aproximadamente 90% do total de S100B presente no corpo. Nos últimos anos, a proteína 

S100B tem sido estudada com muito interesse no que se refere aos seus aspectos 

funcionais e como marcador bioquímico periférico de dano cerebral em eventos agudos e 

crônicos. Nosso grupo tem atuado tanto em ciência básica quanto aplicada. Esta tese tenta 

abordar sob o ponto de vista de trabalhos já realizados, e sob o ponto de vista de 

perspectivas, estes dois campos da ciência. Na primeira parte da tese, relatamos alguns 

estudos clínicos feitos com a proteína S100B. 

No que se refere ao uso da proteína S100B como ferramenta diagnóstica, podemos 

dizer que medidas da proteína S100B no líquido amniótico foram capaz de detectar fetos 

com síndrome de Down, e que os níveis da proteína não apresentaram variações com a 

idade gestacional (Portela et al, 2000). Entretanto, a análise do líquido amniótico para fins 

diagnósticos tem ainda a limitação dos riscos que impõem a coleta.  

Em relação as doenças com claras manifestações do SNC, como a paraparesia espástica 

tropical pelo vírus HTLV-I, lupus eritematoso sistêmico e epilepsia secundária a 

neurocisticercose (capítulos III, IV e V da tese) temos algumas considerações a fazer: 

Na  infeção pelo vírus HTLV-1, cerca de 1% dos indivíduos manifestam a paraparesia 

espástica tropical e a utilização de um marcador capaz de detectar precocemente estas 

alterações seria de grande relevância. Nossos resultados mostraram que medidas da 

proteína S100B no sangue poderia ser um bom marcador da atividade desta doença no 

SNC, entretanto estudos adicionais são necessários para validar esta proposta. 

Os níveis da proteína S100B estão aumentados no lupus eritematoso sistêmico, mesmo 

naqueles pacientes sem manifestações neuropsiquiátricas. Este resultado sugere que a 

proteína S100B poderia estar detectando sutis alterações no SNC dos pacientes com lupus 

e que ainda não se manifestaram clinicamente. 

No caso da epilepsia secundária a neurocisticercose, encontramos variações 

significativas apenas naqueles pacientes com alterações eletroencefalográficas bilaterais, 



entretanto, a utilização de modelos animais poderia ser de grande relevância para se 

determinar o envolvimento da proteína S100B nas fases iniciais da doença. 

No capítulo VI, demonstramos pela primeira vez na literatura internacional um curva 

ontogenética com a proteína S100B desde o nascimento até a vida adulta e os resultados 

reforçam o envolvimento desta proteína no processo de maturação do SNC e a necessidade 

de se utilizar controles pareados por sexo e idade em estudos clínicos. 

Pela experiência do nosso grupo, bem como de outros já citados nesta tese, a proteína 

S100B tem demonstrado ser um marcador inespecífico para se evidenciar dano ou 

disfunção em doenças agudas e crônicas com envolvimento do SNC. Apesar de ser um 

marcador inespecífico, medidas dos níveis da  proteína S100B tem grande sensibilidade 

para detectar uma resposta cerebral inespecífica.  

As atividades nucleotidásicas no LCR de ratos, descritas no capítulo VIII desta tese, 

apresentam duas caraterísticas importantes. Estão solúveis no meio extracelular e são 

detectáveis no LCR. Além disso, esta atividade também pode ser estudada como 

marcadora de dano cerebral em modelos experimentais. A caracterização desta atividade 

em LCR de humanos será o próximo passo desta linha de trabalho. 

Em relação ao capítulo das perspectivas, nenhuma discussão foi apresentada, pois, em 

se tratando de resultados preliminares, evidentemente necessitam de experimentos 

adicionais afim de que seja possível obter algumas conclusões. 
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