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RESUMO

Um biomarcador compreende uma caracteristica objetivamente medida e avaliada
como um indicador de processos bioldégicos normais, patolégicos, ou resposta
farmacoldgica a uma intervencao terapéutica. Marcadores periféricos de danos a
orgdos como rins ou figado tém sido amplamente utilizados com sucesso pela
medicina. Entretanto, no que diz respeito ao cérebro, algumas particularidades
impdem consideraveis dificuldades na identificacdo e dosagem sérica de
marcadores bioquimicos de lesédo cerebral. A S100B e a NSE sédo as proteinas
consideradas mais importantes utilizadas como marcadores de dano cerebral. A
S100B é uma pequena proteina citosolica dimérica, do tipo ligadora de célcio, com
alta especificidade para o tecido cerebral, sendo encontrada principalmente nas
células da glia, astrécitos e células de Schwann, e em algumas popula¢cdes de
neurénios. A NSE é uma enzima glicolitica que € encontrada no citoplasma de
neurénios e em células com diferenciacdo neuroendocrina. O presente estudo tem
como principal objetivo a realizacdo de uma revisado bibliografica sobre as principais
proteinas utilizadas como marcadores de lesdo cerebral, a S100B e a NSE,
abordando caracteristicas especificas sobre as mesmas, e alguns métodos
utilizados para sua deteccdo. Para realizacdo da revisdo, foi feito pesquisa sobre
esses marcadores em bases de dados como MEDLINE, PUBMED, SCIELO e
LILACS. A revisdo mostrou que a S100B e a NSE sdo 6timos marcadores de lesdo
cerebral, sendo muito utilizados atualmente. As vantagens da utilizagdo da S100B
como marcadora de leséo cerebral é que ela pode ser medida em sangue arterial ou
venoso, ndo é afetada por hemdlise, mantém-se estavel por horas sem necessidade
de centrifugacdo e congelamento imediatos da amostra, e € altamente sensivel para
lesdo cerebral. Entretanto, as desvantagens € que ela ndo € especifica para lesdo
cerebral, e sua meia vida é curta. Do mesmo modo, as vantagens da utilizacdo da
NSE como marcadora de lesdo cerebral é que ela € o Unico marcador que avalia
diretamente dano funcional aos neur6nios, sendo altamente especifica para este tipo
de leséo, e sua variabilidade relacionada a sexo e idade € baixa. A desvantagem
consiste no fato de ela estar presente em altas concentracdes nos eritrécitos e
plaguetas, sendo que hemodlise e lise plaquetaria podem prejudicar sua dosagem. A
partir da reviséo realizada, péde ser observado que tanto a S100B quanto a NSE,
sdo importantes marcadores de lesdo cerebral, sendo a dosagem periférica de
ambas de grande relevancia clinica para a identificacdo de danos as células
neuronais. Além disso, foi observado que ha hoje no mercado a disponibilidade de
testes bastante sensiveis e especificos para a dosagem destas proteinas. Porém, ha
a necessidade de uma maior padronizacdo dos métodos de dosagem das mesmas.

Palavras-chave: S100B; NSE; biomarcadores; lesdo cerebral.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Representacdo esquematica dos efeitos regulatérios intracelulares da

Figura 2: Representacdo esquematica dos efeitos regulatérios extracelulares da

S100B nos neurdnios, microglia, € astrOCItOS. .........ccccovviviiiiiiiii e 19



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AVC — Acidente Vascular Cerebral

ELISA — Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay = Ensaio de Imunoabsorgéo
Ligado a Enzima

HPR — Horseradish peroxidase = peroxidase de raiz forte

NSE — Enolase Neurdnio Especifica

SNC - Sistema Nervoso Central

TCE — Traumatismo Créanio-encefélico

TMB — Tetrametilbenzina



SUMARIO

R0 ] 510070 T 09
2 OBJETIVOS . ...ttt e e et e e e e e e e 11
2.1 ODJELVO GEIAI ... 11
2.2 ObjetivoS ESPECITICOS .....vuueeiii i 11
S METODOLOGIA ...ttt e e e e e e e s e s e e e e e e e e e e nnsnbreeeeeaens 12
4 BIOMARCADORES ... oo e e e e e s 13
5 AS PROTEINAS S100 ......c.cciieiiiiiieieiieiete sttt sttt ene s 14
5.1 AS Proteinas ST00B .......cccooeiiiiiieeee e 16
5.1.1 A S100B Intracelular @ Extracelular.............ccccooeeeiiiiiii 17
5.1.2 A S100B como Marcador de Lesao Cerebral............ccccevvveeeiieiiiiiieeeeeeeeeiiiinnnnnn 19
6 A ENOLASE NEURONIO ESPECIFICA (NSE) .....cvovivieeeeeieieeeeeeeseeees e 22
6.1 A NSE como Marcador de Les@o Cerebral ..., 23
7 METODOS DE DOSAGEM DA S100B.......cccceiiieieieeieeieeeeeeeeeeeeeeesieee e eaeenn, 24
8 METODOS DE DOSAGEM DA NSE .....oiiiiieeeeee oot 28
O DISCUSSAD ..ottt sttt bbbttt s et 29
10 CONCLUSAD ....ooviiiieiiiet ettt sttt 31

REFERENCIAS ..o ettt ettt e e 32



1 INTRODUCAO

Um biomarcador € descrito como uma caracteristica objetivamente
medida e avaliada como um indicador de processos biolégicos normais, patolégicos,
ou resposta farmacoldgica a uma intervencéo terapéutica (ZOETHOUT et al., 2009).

De acordo com Benozzi & Coniglio (2010), do ponto de vista bioquimico,
biomarcadores sdo moléculas sistémicas, que podem ser proteinas, enzimas ou
produtos metabdlicos, que podem ser determinados em laboratério para avaliar
determinados processos biologicos ou determinada patologia.

Um bom biomarcador de lesdo cerebral deve ser sensivel e ter alta
especificidade para tecido cerebral. Deve ser medido no soro, pois liquido céfalo-
raquidiano nem sempre € disponivel. E deve ter pouca variabilidade relacionada a
sexo e idade (OLIVEIRA, IKUTA, RAGNER, 2008).

Nos ultimos anos, o dano neuronal tem sido estudado examinando-se
alteracdes nos astrocitos e células da glia no Sistema Nervoso Central (SNC). Os
biomarcadores cerebrais utilizados sdo: lactato, adenilato quinase, creatina quinase,
S100B e Enolase Neurdnio Especifica (NSE). Estas duas Ultimas proteinas séo
consideradas 0s mais importantes marcadores de danos as células gliais e
neuronais, respectivamente (KESSLER et al., 2007).

A S100B é uma pequena proteina citosolica dimérica, do tipo ligadora de
calcio. Ela tem peso aproximado de 21kDa e existe em varias formas, dependendo
de sua estrutura de cadeias a e B (CIRILLO et al.,, 2010; OLIVEIRA, IKUTA,
RAGNER, 2008). A forma B € chamada de S100B e é encontrada principalmente
nos astrocitos do SNC em condi¢des fisiolégicas ou patolégicas (TSOPORIS,
MOHAMMADZADEH, PARKER, 2010).

A NSE é uma enzima glicolitica de aproximadamente 78kDa, encontrada
predominantemente no citoplasma dos neurbnios e em células neuroenddcrinas.
Esta enzima é funcionalmente ativa como um heterodimero formado por
subunidades a, B e y (HERRMANN et al., 2001).

Atualmente, varios estudos demonstram que S100B e NSE séao
considerados 0s marcadores mais promissores de lesdo cerebral (OLIVEIRA,
IKUTA, REGNER, 2008; SHINOZAKI et al., 2009).

Marcadores periféricos de dano ou disfuncdo de 0Orgdos como rins,
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prostata, figado e coragdo, tém sido ao longo dos anos amplamente utilizados com
muito sucesso na préatica médica. Entretanto, no que diz respeito ao cérebro, fatores
como a sua complexidade de funcdes, compartimentalizacdo e distribuicdes
celulares, bem como a influéncia da barreira hematoencefélica, impdem
consideraveis dificuldades na interpretacdo dos niveis de marcadores de dano
cerebral no liquido céfalo-raquidiano e no sangue (PORTELA et al., 2002). Neste
sentido, o presente estudo tem por objetivo uma revisdo sobre as proteinas S100B e

NSE, que séo os principais biomarcadores de lesdo cerebral atualmente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as principais caracteristicas clinicas de dois biomarcadores de
lesdo cerebral mais utilizados atualmente: as proteinas S100B e NSE, através de

uma revisdo bibliogréafica.

2.2 Objetivos Especificos

> Verificar aspectos gerais como funcdes, concentracdo fisiologica, e

localizac&o da proteina S100B no organismo.

> 4 Verificar aspectos gerais como funcdes, concentracdo fisiolégica, e
localizagéo da enzima NSE no organismo.

> 4 Verificar os principais métodos de dosagem periferia da S100B e da

NSE na pratica clinica.
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3 METODOLOGIA

Esta revisdo tem como objetivo contextualizar a utilizacdo das proteinas
S100B e NSE como marcadores de lesdo cerebral, baseando-se em revisdes de
literaturas publicadas nos sistemas MEDLINE, PUBMED, SCIELO e LILACS. O
periodo de publicacdo nao foi delimitado. Os seguintes descritores foram utilizados:
S100B; Enolase Neur6nio Especifica; neuron-specific enolase; NSE; Biomarcadores;

biomarker; cerebral damage.
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4 BIOMARCADORES

O termo biomarcador foi introduzido em 1989, mas apenas em 2001, o
Instituto Nacional de Saude padronizou a definicdo de biomarcadores como uma
caracteristica objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos
biolégicos normais, patolégicos, ou resposta farmacolégica a uma intervencao
terapéutica (BENOZZI & CONIGLIO, 2010; ZOETHOUT et al, 2009).

De acordo com Amorim (2003), biomarcador compreende toda substancia
ou seu produto de biotransformagdo, assim como qualquer alteracdo bioquimica
precoce, cuja determinacédo nos fluidos bioldgicos, tecidos ou ar exalado, avalie a
intensidade da exposicao, ou da lesdo, e o risco a saude.

Do ponto de vista bioquimico, biomarcadores sdo moléculas sistémicas
que se pode determinar em laborat6rio, como proteinas, enzimas e outros produtos
metabdlicos que representam, direta ou indiretamente, um ou mais processos
biolégicos ou patologicos ativos de um sistema definido ou um estado de
enfermidade (BENOZZI & CONIGLIO, 2010).

E importante levar em consideracdo varios principios gerais ao avaliar
como as medicbes de biomarcadores podem colaborar com o0s progressos da
ciéncia, como criar estratégias para avaliar riscos, e ajudar na atencdo médica. O
primeiro passo para avaliar um biomarcador é saber se sua concentracao € diferente
em pessoas afetadas por determinada enfermidade, com relagdo as pessoas que
nao possuem esta enfermidade (MYERS, 2010).

O processo de selecéo e validacdo dos biomarcadores requer cuidado em
relacdo a especificidade e sensibilidade, assim como a medida da lesdo ocorrida
(AMORIM, 2003).

Segundo Benozzi & Coniglio (2010), um fato importante é que para
entender a diferenca entre biomarcadores e fator de risco deve ser considerado que
este Ultimo deve estar associado com a doencga e participar da causa que conduz a
mesma, e 0 biomarcador € estatisticamente associado com a doenca mas nao se
conhece sua relagédo com a causa.

De acordo com Amorim (2003), para que uma substancia quimica, seu
metabdlito ou uma alteracdo biologica sejam validados e/ou propostos como

biomarcadores é desejavel que 0 mesmo apresente as seguintes caracteristicas:
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- A guantificagdo do indicador deve:

- refletir a interagdo (qualitativa ou quantitativa) do sistema biol6gico com
a leséo;

- ter conhecida e apropriada sensibilidade e especificidade para a
interagéo;

- ser reprodutivel qualitativamente e quantitativamente;

- Estar contido em um meio bioldgico acessivel de analise, considerando
a necessidade de manutencdo da integridade da amostra entre a coleta e o
procedimento analitico, e de preferéncia ndo ser invasivo.

->A medicdo analitica tem que apresentar exatiddo e precisdo
adequados.

—>Conhecer os valores normais do indicador em populacfes ndo expostas

a determinada leséao, assim como as variagoes intra e interindividuais.

5 AS PROTEINAS S100

A familia S100 existe na forma homo ou heterodiméricas constituindo
duas subunidades, A1 e B. S100B é predominantemente encontrada no cérebro,
células gliais, e células de schwann; S100A1B nas células gliais, mas ndo nas
células de Schwann; S100A é encontrada nos musculos, coracéo e rins (ETTINGER
et al., 1999).

A familia S100 foi, originalmente, caracterizada como um grupo de
pequenas proteinas citosolicas diméricas do tipo ligadora de célcio. Esta familia de
proteinas tem peso aproximado de 21kDa, existe em varias formas, dependendo de
sua estrutura de cadeias a e B, e estdo em abundancia em tecido nervoso
(OLIVEIRA; IKUTA; RAGNER, 2008). Cada membro desta familia tem um padréo
anico de expressao e, aproximadamente 50% delas, possuem a mesma sequéncia
de aminoécidos. As propriedades fisicas e estruturais da familia S100 sugerem que
sejam ativadoras, ao contrario de outras ligantes de calcio (Ca®") que atuariam como
tampdes. A afinidade pelo calcio é, entretanto, um importante parametro, no qual

pode ser influenciado através da ligacdo com o zinco (Zn?), aumentando a
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afinidade, ou o potassio (K*), diminuindo-a. Entre elas estdo a S100A6, S100B e a
calgranulin C, nas quais mais se observou tal atividade (MARTINS, 2005).

Vérias evidéncias indicam que os membros da familia de proteinas S100
desempenham papéis reguladores dentro das células e exercem efeitos reguladores
nas células-alvo, uma vez liberadas no espaco extracelular (DONATO, 2003).

A maioria das proteinas S100 sdo conhecidas por formar um
homodimero, ou um heterodimero com outros membros S100 (ETTINGER et al.,
1999), e interagir com uma ampla gama de proteinas envolvidas principalmente no
citoesqueleto e proliferagdo celular. Muitas proteinas S100 tém fortes implicactes
médicas, por exemplo, resposta inflamatoria, artrite reumatoide, cancer e condigbes
neuroldgicas (THULIN, KESVATERA, LINSE, 2011).

O nome S100 refere-se ao fato de que estas proteinas séo solGveis em
solugcéo 100% saturada de sulfato de amonio (THULIN, KESVATERA, LINSE, 2011,
FIGUEIREDO et al., 2006).

Atualmente, esta descrito que S100 é uma familia multigénica de
proteinas ligantes de célcio com 25 membros ja discriminados, exclusivamente
expressos em vertebrados, que estdo implicados nas mais variadas fungdes, tanto
intracelulares como extracelulares (MARTINS, 2005; SORCI et al., 2010b). A ligacao
do fon Ca?* a estas proteinas provoca mudancas conformacionais e levam &
exposicao de residuos hidrofébicos, que parecem ser o sitio de ligacdo das
proteinas efetoras. Esta interacdo resulta na alteracdo da atividade da proteina
efetora e, porteriormente, numa resposta celular (PORTELA, 2002).

Com excecao da S100G que € monomérica, todas as outras proteinas da
familia S100 existem dentro das células como dimeros (principalmente
homodimeros e heterodimeros) (SORCI et al., 2010a).

De acordo com Donato (2003), intracelularmente as proteinas S100 tém
sido implicados na regulacdo de fosforilagdo de proteinas, na dinamica dos
constituintes do citoesqueleto, na homeostase de Ca®*, na atividade enzimatica, nos
fatores de transcricdo, crescimento e diferenciacdo celular, e na resposta

inflamatoria.
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5.1 As Proteinas S100B

A S100B é uma pequena proteina citosolica dimérica, do tipo ligadora de
célcio (CHAVES et al., 2010; KOVESDI et al., 2009). Ela tem peso aproximado de 21
kDa e existe em varias formas, dependendo de sua estrutura de cadeias a e B
(OLIVEIRA, IKUTA, REGNER, 2008). A forma B, que é chamada de S100B, é
altamente especifica para o tecido do SNC, encontrada nas células da glia, astrécito
e células de Schwann, e algumas populacdes de neurbnios (MARTINS, 2005;
PORTELA, 2002; S100B PROTEIN, 2009). Contudo, também pode ser encontrada
em células de melanoma maligno e em outros tecidos, como o0 adiposo (OLIVEIRA,
IKUTA, RAGNER, 2008; S100B PROTEIN, 2009).

A S100B também € expressa em células fora do cérebro, como
melandcitos, adipocitos, condroécitos, células de Schwann, células gliais do aparelho
gastrointestinal, células dendriticas e células do musculo esquelético. Cardiomiocitos
nao expressam S100B, mas no infarto sob a acdo de catecolaminas a S100B é
expressa por estas células (HERRMANN et al., 2001).

A proteina S100B foi o primeiro membro da familia de proteinas S100 a
ser identificado, e representa 0,2% do total das proteinas sollveis do cérebro
(ETTINGER et al., 1999; SORCI et al., 2010a). S100B é encontrada exclusivamente
em vertebrados e tem atividades de regulacao tanto como uma proteina intracelular
quanto extracelular. Nas células, S100B esta envolvida na transducéo de sinal, pois
inibe a fosforilagdo de proteinas, regula a atividade das enzimas e esta envolvida na
homeostase de Ca?*. Além disso, S100B interage com proteinas do citoesqueleto e
estd envolvida na regulacdo da morfologia celular (DONATO & HEIZMANN, 2010;
THULIN, KESVATERA, LINSE, 2011).

De acordo com Lima & Colaboradores (2005), S100B é produzido e
liberado predominantemente pelos astrocitos em condicdes patoldgicas e
fisiologicas. Dependendo de sua concentragdo extracelular, S100B pode
desempenhar um papel trofico ou toxico em neurdnios e células gliais. Um aumento
nos niveis de S100B no liquido céfalo-raquidiano e no soro esta relacionado com
gliose reativa (producdo de uma rede fibrosa densa de neurdglia; inclui astrocitose,
que € uma proliferagdo de astrécitos na area de uma lesdo degenerativa) e morte

astrocitaria. Portanto, S100B tem sido usado como um marcador de danos das
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células gliais e em véarios disturbios neuroldgicos como a leséo cerebral traumética,
acidente vascular cerebral, parada cardiaca, cirurgia cardiaca e doencas

infecciosas.

5.1.1 A S100B Intracelular e Extracelular

A S100B é encontrada em vertebrados e tem atividades de regulagéo
tanto como uma proteina intracelular quanto extracelular (THULIN, KESVATERA,
LINSE, 2011).

No meio intracelular, a S100B esta envolvida na transducédo de sinal, pois
inibe a fosforilagdo de proteinas, regula a atividade das enzimas e esta envolvida na
homeostase do Ca?* (CIRILLO et al., 2010; THULIN, KESVATERA, LINSE, 2011). A
S100B também esta associada ao metabolismo energético; na dinamica dos
constituintes do citoesqueleto, e na proliferacdo e diferenciacdo celular (Figura 1)
(DONATO, 2003; DONATO & HEIZMANN, 2010; SORCI et al., 2010b), no entanto,
ha poucas informacdes sobre os mecanismos moleculares (SORCI et al., 2010b).

A grande variedade das atividades celulares regulada pela S100B pode
ser explicada pela abundancia da proteina S100B, que é expressa e localizada no
citoplasma das células. Assim, a causa da maior expressdo da S100B nas células
melanomas esta relacionada com a progressao do tumor, uma vez que a S100B néao
apenas interage com o supressor de tumor, p53, bloqueando sua fosforilagdo, mas
também regulando sua expressédo (THULIN, KESVATERA, LINSE, 2011; SORCI et
al., 2010a). Além disso, Sorci & Colaboradores (2010a), demonstraram que o
blogueio farmacolégico da atividade da S100B pela pentamidine, uma droga que
interrompe a interacdo S100B-p53, resulta numa significante inibicdo do crescimento

do tumor.
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Figura 1 - Representacdo esquematica dos efeitos regulatérios intracelulares da

S100B.
Adaptado de Donato & Heizzman, 2010.

Extracelularmente, S100B esta presente em, por exemplo, soro e liquido
espinhal. A S100B extracelular exerce um duplo efeito sobre os neurdnios
dependendo de sua concentracdo, ou seja, exerce um efeito pré-sobrevivéncia nos
neurdnios com estimulacdo nos neuritos em baixas concentracdes, e um efeito
toxico em altas concentracbes causando morte neuronal por apoptose (DONATO,
2003). A S100B extracelular desempenha uma funcéo na neuroinflamacéo. De fato,
S100B tem mostrado ativacdo da microglia, dos macrofagos residentes no cérebro,
ainda que em altas concentragfes (CIRILLO et al., 2010; SORCI et al., 2010b).

De acordo com Donato e Heizmann (2010), e com Sorci & colaboradores
(2010b), os astrocitos secretam a S100B, e sua secrecdo pode ser estimulada ou
reduzida por um namero de fatores ou condicbes. Os efeitos pré-sobrevivéncia ou
pré-morte da S100B requerem a interacdo com a estimulagdo da proteina RAGE. A
RAGE é um receptor multiligante de uma superfamilia de imunoglobulinas
envolvidas com a resposta imune inata; entretanto, RAGE também desempenha
uma func¢do importante no desenvolvimento do tecido (Figura 2). Além disso, baixo
nivel de S100B protege células neuronais da toxicidade de agonistas B-amiloide via

engajamento de RAGE. Entretanto, alta na concentragdo de S100B causa excessiva
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estimulacdo de RAGE nas células neuronais resultando na superproducdo de
espécies reativas de oxigénio, causando apoptose.

A S100B parece tanto estimular proliferacdo de mioblastos como inibir a
diferenciacdo dessas ceélulas. Sob certas condi¢cdes, por exemplo, apds cirurgia
cardiaca, parada cardiaca, acidente vascular cerebral, ou dano cerebral, os niveis
de S100B no liquido extracelular aumenta para niveis toxicos. Parece que nesta
situacdo, a interacdo com RAGE causa os efeitos toxicos do S100B (THULIN,
KESVATERA, LINSE, 2011).
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos efeitos regulatérios extracelulares da

S100B nos neurbnios, microglia, e astrocitos.
Adaptado de Donato & Heizzman, 2010.

5.1.2 A S100B como Marcador de Lesao Cerebral

Lesdo cerebral € um termo amplo que descreve uma variedade de
insultos que ocorrem no cérebro. Causas comuns de lesdo cerebral incluem trauma,
acidente vascular cerebral, tumores cerebrais, infec¢bes, envenenamento, hipdxia,

isquemia e abuso de drogas (HERRMANN et al., 2001).
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Para pessoas normais o0s niveis da proteina S100B no sangue sdo muito
baixos. A S100B € um marcador altamente sensivel e especifico para a disfungéo do
SNC, e concentracdes elevadas de S100B no soro tém sido relatados apos
traumatismo cranio-encefélico e AVC (ETTINGER et al., 1999). Seu mecanismo de
liberacdo é incerto, mas € provavelmente devido a liberacdo pelas células
danificadas e/ou pela secrecdo devido a ativacdo de células gliais (THULIN,
KESVATERA, LINSE, 2011).

De acordo com Einav & colaboradores (2008), altas concentracfes
séricas de S100B tém sido relacionadas com evidéncia clinica de danos no SNC nos
trés modelos aceitos de lesdo cerebral em humanos: trauma, isquemia e hipdxia.
Concentracdes significativamente mais elevadas de S100B tém sido demonstrada
em morte encefélica e, em ndo sobreviventes de parada cardiorespiratoria, quando
comparados aos sobreviventes.

Niveis elevados de S100B tem sido relatados apds trauma cranio-
encefalico, acidente vascular encefalico, hemorragia subaracndéide e no pos-
operatorio de cirurgia cardiaca, quando evolui com complicacdes neuroldgicas. A
S100B também se mostrou elevada em pacientes com choque hemorragico,
estando relacionada com a gravidade do choque e hipoperfusdo. Os mecanismos
basicos que levam ao aumento sérico da S100B no trauma cranio-encefélico
permanecem desconhecidos. N&o esté claro se a liberacdo da proteina depende de
dano celular irreversivel ou se pode ocorrer apés lesdo menos severa (LIMA et al.,
2006; OLIVEIRA, IKUTA, REGNER, 2008).

Embora o papel fisiolégico da proteina S100B ainda ndo seja totalmente
conhecido, estd bem descrito que seus niveis no sangue e no liquido céfalo-
raquidiano estdo aumentados em varios distlrbios agudos e crénicos envolvendo o
SNC (MARTINS, 2005). Tem sido demonstrado que a quantificacdo dos niveis da
proteina S100B em liquido céfalo-raquidiano e sangue se correlaciona com a
intensidade e a extensdo das injurias ao SNC, o que permite sua utilizagdo em
estudos como marcador bioquimico de dano ou disfuncdo cerebral. Os niveis
periféricos no liquido céfalo-raquidiano e no sangue podem refletir a reatividade glial
a injuria cerebral, bem como alteragbes na barreira hematoencefalica (FIGUEIREDO
et al., 2006; PORTELA, 2002).

As alteragbes séricas nos niveis da proteina estdo mais comumente

relacionadas com diversos fatores que afetem sua sintese, distribuicdo, e
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metabolismo no SNC, incluindo dano astrocitico agudo e gliose reativa, bem como
podem refletir alteracbes na barreira hematoencefalica (CHAVES et al., 2010;
FIGUEIREDO et al., 2006). Sabe-se que hd uma relacao diretamente proporcional
entre os niveis de S100B em liquido céfalo-raquidiano e sangue e a intensidade e
extensdo da injaria cerebral, permitindo, entdo, utilizar esta proteina como marcador
bioguimico de dano, ou disfuncao, cerebral (MARTINS, 2005).

O pico maximo de concentracdo da proteina ocorre 20 minutos apés o
dano cerebral, sendo ela metabolizada no rim e excretada na urina (meia-vida
aproximada entre 30 e 113 minutos). A proteina pode ser medida em sangue arterial
ou venoso, ndo é afetada por hemodlise, e se mantém estavel por horas, sem
necessidade de centrifugacdo e congelamento imediatos da amostra. Niveis
elevados de S100B ap6s traumatismo cranio-encefalico também podem ser medidos
no liquido céfalo-raquidiano (OLIVEIRA, IKUTA, REGNER, 2008).

S100B ndo é especifico para lesdo cerebral. Um aumento de suas
concentracfes seéricas € encontrado em pacientes com melanoma, lesdes renal e
hepatica, inflamacédo e infeccdo (S100B PROTEIN, 2009). A proteina S100B
também pode ser um marcador para a doenca de Alzheimer, sindrome de Down,
deméncia, epilepsia e tumor cerebral. Recentemente, niveis elevados de S100B tém
sido descritos apds operacfes cardiacas complexas, complicadas ou ndo, por uma
lesdo neurologica (ETTINGER et al.,, 1999). O aumento da quantidade de S100B
também €& detectada em tumores, por exemplo, em melanoma maligno, e a
concentragdo de S100B se correlaciona com a gravidade da doenga (THULIN,
KESVATERA, LINSE, 2011).

Ha evidéncias experimentais de que a secrecdo de S100B pelos
astrocitos possa ser um processo ativo. Como a S100B tem meia-vida de
aproximadamente 2 horas, seus valores aumentados devido ao dano cerebral
primario devem retornar aos niveis basais dentro de 12 a 24 horas. Portanto, o
acompanhamento diario da dosagem de S100B tem grande relevancia clinica, pois
niveis de S100B em elevacdo ou persistentemente altos sinalizam dano cerebral
secundario (OLIVEIRA, IKUTA, REGNER, 2008).

Devido a meia-vida curta de S100B no soro, o conhecimento do tempo da
lesdo € importante para a interpretacdo precisa do resultado (S100B PROTEIN,
2009)
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A variabilidade da medida de S100B relacionada a sexo e idade nédo é
significativa (OLIVEIRA, IKUTA, REGNER, 2008). Em recém-nascidos, a
concentracdo normal € elevada, e ha estudos abordando ajuste de concentracdo em
faixas etarias. A maioria dos estudos incluiu apenas pacientes com 18 anos de idade
ou mais (FIGUEIREDO et al., 2006).

6 A ENOLASE NEURONIO ESPECIFICA (NSE)

A NSE é uma enzima glicolitica que € encontrada no citoplasma de
neurénios e em células com diferenciacdo neuroenddécrinas, bem como em tumores
originados a partir delas, bem como melanomas (HERRMANN et al., 2001;
KESSLER et al., 2007; KOVESDI et al., 2009). A proteina possui uma forma
dimérica composta por duas subunidades y que converte 2-fosfo-D-glicerato em
fosfoenolpiruvato (LIMA et al., 2006; RECH et al., 2006). E funcionalmente ativa
como um heterodimero formado por subunidade a, B e y. As isoenzimas enolases
neurais especificas estdo presentes quase que exclusivamente no citoplasma dos
neurdnios (isoenzima y-y) e células neuroenddcrinas (isoenzima a- y) (CHAVES et
al., 2010; OLIVEIRA, IKUTA, REGNER, 2008).

A NSE é uma proteina que é funcionalmente ativa como um heterodimero
formado a partir de uma combinagdo de trés subunidades: a, B e y. As isoenzimas y-
Yy e a-y sao referidas como NSE, pois inicialmente pensava-se que estas isoenzimas
eram exclusivamente encontradas em neurdnios. No entanto, foi posteriormente
demonstrado que as células neuroendocrinas e varios células ndo-neurais e nao-
neuroendocrinas também continham NSE. Em contraste com 0s neurdnios que
expressam a isoenzima y-y, células ndo-neuronais contém predominantemente a
isoenzima a-y (LIMA et al., 2006).

Fisiologicamente, a NSE nao é secretada, sendo que o aumento de seus
niveis no soro e no liquido céfalo-raquidiano podem sinalizar danos estruturais para
as células neuronais, como tem sido relatado em pessoas com trauma no cérebro,
sendo considerada um proteina marcadora de morte neuronal (KESSLER et al.,
2007; KOVESDI et al., 2009; PORTELA, 2002).
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As concentragdes encefalicas de NSE variam de 0,4% a 2,2% e podem
representar até 4% do total de proteinas solGveis em alguns neurdnios. Em cérebros
adultos, altas concentracdes de NSE sdo encontradas na substancia cinzenta, ao
passo que sdo baixas as concentragcdes na substancia branca (RECH, VIEIRA,
BRAUNER, 2006; LIMA et al., 2004). A NSE também esta presente em hemacias e
mesmo minima hemdlise pode aumentar a NSE sérica (OLIVEIRA, IKUTA,
RAGNER, 2008).

Segundo Lima & colaboradores (2004), a presenca da NSE nos glébulos
vermelhos é clinicamente relevante, pois mesmo uma pequena quantidade de
hemolise em torno de 2% pode aumentar cinco vezes os niveis de NSE no soro.

A massa molecular da NSE é de 78kDa e sua meia-vida bioldgica é
provavelmente superior a 20 horas (OLIVEIRA, IKUTA, REGNER, 2008; RECH et
al., 2006). Além de ser expressa seletivamente em neurbnios, NSE tem uma alta
estabilidade nos fluidos biolégicos e, como sdo proteinas citoplasmaticas soluveis,
pode facilmente ser difusa para o meio extracelular e liquido cefalorraquidiano
guando ocorre algum ferimento as membranas neuronais. Assim, medidas de NSE
pode ser um marcador atraente de dano neuronal (LIMA et al., 2006; RECH, VIEIRA,
BRAUNER, 2006).

6.1 A Enolase Neurdnio Especifica (NSE) como Marcador de Lesado Cerebral

Juntamente com a S100B, a NSE é considerada um dos marcadores mais
promissores de dano cerebral (HERRMANN et al.,, 2001; OLIVEIRA, IKUTA,
REGNER, 2008; BOHMER et al., 2011).

A NSE é o unico marcador que avalia diretamente dano funcional aos
neurénios. Ela é liberada passivamente por destruicdo celular e suas concentracdes
aumentadas, ap0s dano neural, podem ser mensuradas em sangue periférico ou
liguido céfalo-raquidiano. A especificidade da NSE é alta e a variabilidade
relacionada a sexo e idade é baixa. Um dos principais problemas associados com
seu uso como marcador de dano cerebral € a hemodlise. Os eritrocitos contém
grande quantidade de NSE e a hemodlise pode, portanto, causar um marcado
aumento de NSE no sangue (OLIVEIRA, IKUTA, REGNER, 2008).
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Os niveis de NSE aumentados foram encontrados no sangue e no liquido
céfalo-raquidiano de pacientes com AVC, hemorragia intracerebral e apoés
ressucitacao cardio-pulmonar (RECH, VIEIRA, BRAUNER, 2006). A NSE também
aumenta e se associa com lesdo cerebral em pacientes com sepse grave e choque
séptico. Células tumorais nos APUDomas, neuroblastomas e carcinomas de
pequenas células pulmonares sdo capazes de produzir NSE e elevar os niveis
séricos desta proteina. Por essa razdo, a dosagem sérica de NSE tem sido
estabelecida como um marcador sérico diagndéstico e prognéstico no manejo clinico
dessas neoplasias (OLIVEIRA, IKUTA, REGNER, 2008).

As concentracdes seéricas elevadas de NSE sdo encontradas no
traumatismo cranio-encefélico, se correlacionando com a gravidade da leséo
(BOHMER et al., 2011). No traumatismo cranio-encefalico grave, a NSE sérica
correlaciona-se com desfecho clinico. Normalmente, ela aumenta nas primeiras 12
horas apés o trauma e entdo diminui nas préximas horas e dias. Aumentos
secundarios podem ocorrer em pacientes que evoluem com desfecho fatal
(OLIVEIRA, IKUTA, REGNER, 2008).

Um estudo demonstrou recentemente, que os niveis de NSE aumentam
durante as primeiras 48 horas na maioria dos pacientes com parada
cardiorrespiratéria, mas diminuem a valores muito baixos logo a seguir nos
sobreviventes, o que ndao acontece nos nao sobreviventes, que vao apresentar pico
nas 96 horas. Isso parece ser o resultado de uma lesdo encefélica mais extensa e
persistente nos nao sobreviventes (RECH, VIEIRA, BRAUNER, 2006).

Sua maior restricdo como marcador de dano cerebral esta no fato de
estar presente em altas concentracdes nos eritrocitos e plaquetas, e, portanto, a
hemolise e lise plaquetaria podem prejudicar a analise e interpretacdo dos
resultados (PORTELA, 2002).

7 METODOS DE DOSAGEM DA PROTEINA S100B

O valor de S100B como um indicador de lesdo neurolégica na pratica
clinica é de uso limitado pelos seguintes fatores: custo relativamente alto e tempo

longo do ensaio imunoenzimético ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay)
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(atualmente considerado o melhor método de analise); pela pouca comprovacdo dos
niveis de referéncia; pela falta de padronizacao dos testes de dosagem da S100B no
soro; e pela escassez de dados sobre a relacdo entre os métodos de medicédo. A
maioria dos estudos que demostraram o valor potencial de diagnostico da S100B
sérica em doencas neuroldgicas utilizou um método ELISA. Recentemente tornou-se
disponivel no mercado um kit para a quantificacdo rapida dos niveis de S100B no
soro humano (Roche Pharmaceuticals, Elecsys) (EINAV et al., 2008).

EINAV & Colaboradores (2008) descrevem em seu estudo um
comparativo entre os métodos de dosagem da proteina S100B usando os seguintes
testes: ELISA e Elecsys®.

Para estes testes as amostras de sangue foram permitidas coagular por
30 minutos a temperatura ambiente e depois centrifugadas por 15 minutos. As
amostras de soro foram armazenadas a temperatura de -70°C por mais ou menos 3
meses para posterior andlise. As amostras de soro foram descongeladas a
temperatura ambiente, divididas em 2 aliquotas e analisadas em paralelo pelo ELISA
e pelo Elecsys®. Soro diluido foi usado para os valores mais elevados em ambos 0s
testes.

ELISA: Os testes foram realizados usando o Sangtec ELISA 100 para
dosagem quantitativa da proteina S100B no soro humano. Cada amostra foi
incubada em conjunto com um marcador apropriado. Para realizacdo do teste foi
utilizado um tampao e a tetrametilbenzina (TMB) foi adicionada como um substrato.
ApOs a incubacdo mais uma substancia TMB foi adicionada. Um espectrofotémetro
realizou a leitura da absorbancia de luz a 450nm. A faixa de calculo é exata para a
concentracdo de 5ug/L.

Elecsys®: Os testes foram realizados usando o kit reagente Roche
Elecsys® S100 (teste com duracdo de 18 minutos, faixa de medi¢do 0,005-39ug/L,
reatividade cruzada com S100a < 1%). Menos de 24 horas antes do teste foi feito a
calibracdo do teste com os reagentes do kit e os valores dos controles foram
determinados dentro dos limites requeridos pela calibragao (0,206pg/L e 2,54ug/L).
O teste do kit é baseado no principio do “sanduiche”; a 12 incubacéo foi realizada
com um anticorpo monoclonal biotinilado S100-especifico marcado com um
complexo de ruténio reagindo para formar um complexo “sanduiche”. A 22
incubacdo: Apo6s adicdo de microparticulas revestidas com estreptovidina o

complexo torna-se ligado a fase solida pela interacdo da biotina com a streptovidina.
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A mistura da reacdo é aspirada nas células de medicdo onde as microparticulas séo
magneticamente capturadas na superficie do eletrodo. As substancias néo ligadas
sdo entdo removidas. A aplicacdo de uma voltagem ao eletrodo induz emisséo de
guimioluminescéncia que é medida por um fotomultiplicador. Os resultados séo
determinados por meio de uma curva de calibracdo que € o instrumento
especificamente gerado por 2 pontos de calibragcdo e uma curva principal de um
reagente codigo de barras.

Einav & Colaboradores (2008) concluiram em seu trabalho que embora
exista uma relagéo linear entre as concentragfes séricas de S100B pelo ELISA e por
um kit comercialmente disponivel, as medi¢bes por ELISA tendiam a ser maior do
gue as medidas pelo kit comercial, particularmente em concentracbes acima de
0,7ug/L, que séo sugestivos de lesdo cerebral. Sugeriram entdo que uma
padronizacao internacional entre os métodos de dosagem de S100B € necessaria
para a avaliacdo eficaz da validade preditiva da S100B na pratica clinica.

Portela (2002) usou em seu trabalho para a dosagem da proteina S100B
0 ensaio luminométrico monoclonal (LIA-mat Sangtec 100; SangTec Medical). Para
este teste todas as amostras de sangue foram coletadas sem anticoagulante por
puncéo venosa. O soro foi obtido por centrifugacgéo, e logo depois, foi congelado a -
70°C até andlise. A S100B sérica foi medida usando o ensaio referido acima, em um
luminémetro.

O ensaio € uma reacdo que consiste de um “duplo sanduiche” de
anticorpos. Amostras de soro e calibradores (100uL de cada) sdo diluidos com
100pL de soro bovino em tubos de ensaio. Estes tubos séo revestidos com anticorpo
anti-S100B (trés anticorpos monoclonais: SMST12, SMSK 25, e SMSK 28). ApGs
incubacédo por 1 hora, os tubos sédo lavados trés vezes com tampao de lavagem, e
200uL de um anticorpo marcado com o marcador isoluminol é adicionado em cada
tubo. Depois de um adicional de 2 horas de incubacéo, durante o qual este anticorpo
ligado ao imobilizado S100B, o marcador néo ligado € lavado e o anticorpo residual
€ medido em um luminémetro. A concentragdo da proteina S100B é calculada por
comparacdo com a curva de calibragdo com base no total de luminescéncia para
cada calibrador indicado. O limite de deteccdo do ensaio & de 0,02ug/L, como
fornecido pelo fornecedor do ensaio SangTec 100 LIA-mat.

De acordo com Ettinger & Colaboradores (1999), o ensaio SangTec 100

LIA-mat € um sensivel teste imunoluminomeétrico para dosar S100B no soro com alta
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sensibilidade (<0,02 ng/mL). Entretanto, estes testes para dosagem de S100B
demoram aproximadamente 3 a 4 horas para serem executados e exigem um
lumindmetro ou um contador de cintilacdo para quantificacdo. Para muitas
aplicacdes, como o monitoramento dos niveis de S100B durante uma cirurgia
cardiaca, ou avaliar a gravidade de um trauma cranio-encefalico, AVC, ou
consequéncias de uma parada cardiaca, h4 a necessidade de um teste rapido,
simples, que pode fornecer resultados em menos de 20 minutos em um formato
simples de ensaio. No estudo citado, é descrito um rapido, simples e sensivel teste,
o Imunoensaio Optico (OIA, BioStar, Inc, Boulder, CO), para a identificacdo de niveis
elevados de sangue nos pacientes. Este teste € potencialmente Gtil para avaliagdo
de pacientes com suspeita de lesdo cerebral decorrente de isquemia cerebral devido
a um AVC, trauma cranio-encefalico ou complica¢des cirurgicas.

O teste de Imunoensaio Optico combina anticorpos monoclonais
especificos para S100B com uma fina tecnologia de filme OIA. As superficies do OIA
foram revestidas com dois anticorpos anti S100B, SMSK 25 e SMSK 28, e o
anticorpo SMST 12 foi conjugado com HRP (horseradish peroxidase). Todas as
incubacdes foram realizadas a temperatura ambiente. Para determinar o limite de
deteccdo de S100B em sangue total, amostras de sangue de diferentes individuos
saudaveis foram incrementadas com S100A1B bovino. O formato de ensaio
simultdneo combina a exposicdo da amostra ao anticorpo na superficie e para o
conjugado HRP em solugdo. Cem microlitros da amostra foi diluida em metanol e
incubadas por 3 minutos. Uma gota de conjugado (35uL) foi adicionada a amostra
diluida, e 1 gota (35uL) de substrato TMB foi adicionada e incubada por 5 minutos. A
superficie foi lavada, apagada, e os resultados foram lidos visualmente e por
elipsometria (técnica que se usa para determinar as propriedades de um material a
partir das caracteristicas da luz refletida por sua superficie). Todo o procedimento foi
completado em 18 minutos. A quantidade da S100B em amostras clinicas foi
estimada visualmente pela OIA, em compara¢do com uma curva padréo, e medidas
guantitativamente usando a comparagdo com a elipsometria. A curva padrao foi
calculada adicionando S100A1B bovina ao soro de individuos saudaveis, e o teste
OIA foi realizado como descrito acima. Para estimar a quantidade de S100B nas
amostras clinicas, os resultados da OIA foram comparados visualmente com o0s
resultados da curva padrao. Todos os experimentos foram realizados em duplicata e

o teste foi realizado utilizando sangue heparinizado.
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8 METODOS DE DOSAGEM DA ENOLASE NEURONIO CEREBRAL (NSE)

Fanego & Colaboradores (2009) em seu estudo analisaram a quantidade
de NSE em recém nascidos. Para este teste foram coletadas amostras de soro no
momento do nascimento e nas 72 horas seguintes. As amostras permaneceram
congeladas em aliquotas a -30°C até o momento de sua utilizacdo. A determinacéo
dos niveis da NSE foi realizada por um método imunoenzimatico tipo ELISA, NSE
EIA DRG Diagnosticis GmbH (Alemanha).

O método é um ensaio imunoenzimatico de fase solida, ndo competitivo,
que utiliza como base a reacdo de dois anticorpos monoclonais derivados de
camundongos contra dois determinantes antigénicos separados da molécula da
Enolase. O anticorpo monoclonal utilizado se une com a subunidade y da enzima, e
desta forma é capaz de se detectar as isoformas vy e ya. Os controles e as amostras
de soro dos pacientes foram incubadas junto com um anticorpo Mab E21 anti-NSE
biotinilado e com peroxidase marcada com o anticorpo monoclonal MabE17 anti-
NSE nas tiras de microplacas revestidas com estreptovidina. Depois de lavado, se
adicionou o substrato cromoégeno (peroxido de hidrogénio com TMB) a cada poco da
placa de ELISA e foi produzida uma reacao enzimatica correspondente. Desenvolve-
se uma coloracao azul e sua intensidade depende da quantidade de NSE presente
na amostra.

A placa de microtitulacdo € lida em espectrofotdbmetro a 620nm. A curva
padrdo € construida para cada execucdo, medindo-se a absorbancia contra o0s
valores de concentracdo de cada padrdo. Foram obtidos os resultados e lidos a
partir de correspondéncias com a curva padrao.

Em estudo de Herrmann & Colaboradores (2001), para a dosagem da
NSE, o sangue foi permitido coagular e depois centrifugado por 10 minutos para
obtencdo do soro. Apos 30 minutos da coleta o soro foi congelado a -78°C e
armazenado para posterior analise. A analise da NSE também foi baseada em
anticorpos monoclonais que se ligam a subunidade y da enzima. A sensibilidade do

ensaio é relatada ser abaixo de 1,0 pg/L.
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9 DISCUSSAO

Marcadores periféricos de dano ou disfuncdo de Orgdos como rins,
prostata, figado e coragdo, tém sido ao longo dos anos amplamente utilizados com
muito sucesso na pratica médica. Entretanto, no que diz respeito ao cérebro, fatores
como a sua complexidade de funcdes, compartimentalizacdo e distribuicdes
celulares, bem como a influéncia da barreira hematoencefélica, impdem
consideraveis dificuldades na interpretacdo dos niveis de marcadores de dano
cerebral no liquido céfalo-raquidiano e no sangue. (PORTELA et al., 2002).

A partir da revisao bibliografica apresentada no presente estudo, verifica-
se que a enzima NSE e a proteina S100B sdo marcadores de lesao cerebral muito
utilizados na atualidade, pois varios estudos demonstram que essas proteinas sao
consideradas promissoras marcadoras de lesdo cerebral.

A S100B se mostrou altamente sensivel para detectar lesdo cerebral,
sendo hoje muito utilizada na pratica médica. De acordo com Einav & Colaboradores
(2008), altas concentracdes séricas de S100B tém sido relacionadas com evidéncia
clinica de danos no SNC nos trés modelos aceitos de lesdo cerebral em humanos:
trauma, isquemia e hipoxia. Entretanto, a presente revisdo demonstrou que ela ndo
€ especifica para este tipo de lesdo, sendo que seus niveis elevados séo
encontrados em alguns outros casos, tais como: melanoma, lesées renal e hepatica,
inflamacé&o e infeccdo (KOVESDI et al., 2009). Além disso, outro importante fator da
utilizacdo da proteina S100B como marcadora de lesédo cerebral, é que sua meia-
vida € pequena, sendo necessario que a coleta da amostra (sangue ou liquido
céfalo-raquiadiano) seja feita logo ap6s a lesdo cerebral. Segundo Oliveira &
Colaboradores (2008), como a S100B tem meia-vida de aproximadamente 2 horas,
seus valores aumentados devido ao dano cerebral primario devem retornar aos
niveis basais dentro de 12 a 24 horas. Portanto, 0 acompanhamento diario da
dosagem de S100B tem grande relevancia clinica, pois niveis de S100B em
elevacdo ou persistentemente altos sinalizam dano cerebral secundario.

Contudo, apesar da proteina S100B ter demonstrado ser um marcador
inespecifico para se evidenciar dano ou disfuncdo no SNC, medidas dos niveis da
proteina S100B tem grande sensibilidade para detectar uma resposta cerebral

inespecifica. Outra caracteristica importante € que a proteina pode ser medida em
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sangue arterial ou venoso, ndo € afetada por hemolise, e mantém-se estavel por
horas, sem necessidade de centrifugagao e congelamento imediatos da amostra.

Do mesmo modo, a dosagem da enzima NSE vem sendo amplamente
utilizada na pratica médica para determinar lesdo cerebral, sendo esta altamente
especifica para este tipo de lesdo. De acordo com Oliveira & Colaboradores (2008),
a NSE é o unico marcador que avalia diretamente dano funcional aos neurdnios.
Entretanto, sua maior restricdo como marcadora de lesdo cerebral € que ela esta
presente em altas concentraces em hemacias e plaguetas, podendo prejudicar a
analise e interpretacdo dos resultados (PORTELA, 2002).

Para ambos marcadores de lesdo cerebral, ndo h& variabilidade
relacionada a sexo e idade, e seus niveis séricos estao diretamente relacionados a
extensdo da lesdo, o que reforca a grande importancia de suas dosagens para a

pratica médica.
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10 CONCLUSAO

A partir da revisdo bibliografica realizada, p6éde-se observar que apesar
de algumas restricdes quanto a utilizacdo da S100B e da NSE, estas proteinas sédo
0os marcadores de leséo cerebral mais promissores da atualidade.

O estudo demonstrou também que ha hoje no mercado a disponibilidade
de testes bastante sensiveis e especificos para a dosagem sérica dessas proteinas,
porém com algumas limitacbes, tais como: custo, padronizacdo da técnica,
padronizacao de valores de referéncia, ou tempo elevado para realizacéo.

Assim, embora a S100B e a NSE se mostrarem o6timos marcadores de
lesdo cerebral, ha a necessidade de estudos adicionais para a identificacdo de
outros marcadores de lesé@o cerebral altamente especificos e sem restricdes de uso
para este fim. Ou, a investigacdo de métodos que resultem em dados mais seguros
a partir da dosagem de S100B ou NSE. Além disso, hd a necessidade de uma
padronizacao internacional entre os métodos de dosagem destas proteinas para

suas validades preditivas na prética clinica.
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