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APRESENTACAO

Este trabalho foi elaborado na forma de artigo cientifico seguindo as normas da
revista Journal of Biological Chemistry na qualidade de “Artigo Original”, cujas regras de
formatacdo encontram-se em anexo. Para melhor compreenséo do leitor, o artigo esta escrito
em lingua portuguesa e, apds as devidas corre¢cdes da banca, sera traduzido para lingua
inglesa para posterior submissdo do mesmo.
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Resumo

A doenca de Alzheimer € o tipo de distdrbio neurolégico com maior incidéncia na populacéo
em envelhecimento. O principal marcador fisiopatoldgico da doenca é a placa amiloide,
caracterizada pelo depdsito de fibrilas formadas pela polimerizacdo do peptideo 3 amiloide.
Além disso, ha de se relatar a importancia dos astrécitos na fisiopatologia da doenca, sendo
um dos principais marcadores celulares a proteina S100B, a qual acredita-se interagir com o
peptideo. No nosso trabalho, demonstramos que a propria S100B possui a capacidade de
agregar-se, em condicbes extremas, quando em elevadas concentracdes (UM). A mesma
parece possuir a capacidade de desagregar as fibrilas de B amiloide previamente formadas,
sendo esta caracteristica atribuida a proteina quando a mesma encontra-se em baixas
concentragdes, na ordem de nM. Esses achados levam a discussao das funcdes e propriedades
da S100B, tracando um paralelo com a concentragdo em que a mesma se encontra no meio.
Enquanto que em elevadas concentracfes ocorre o favorecimento da agregacdo da mesma,
em baixas concentragdes e em contato com fibrilas de 3 amiloide previamente formadas, a
proteina apresenta um comportamento de chaperona, identificando estruturas mal formadas
e desagregando-as.

Palavras-chave: Alzheimer, astrécitos, 3 amiloide, agregacao, chaperona.
Abstract

Alzheimer's disease is the most prevalent type of neurological disorder in the elderly
population. The main disease’s pathophysiological marker is the amyloid plaque,
characterized by the deposition of fibrils formed by polymerization of  amyloid peptide. In
addition, there are reports of the importance of astrocytes in the pathophysiology of the
disease, being the S100B protein one of the main astrocytic marker, which it believes to
interact with the 8 amyloid peptides. In our work, it has been shown that the S100B itself has
an ability to aggregate under extreme conditions when at high concentration (uM). It also
appears to have the ability to disaggregate the amyloid fibrils formed, which is attributed to
S100B protein when it is found low concentrations, in the order of nM. These findings lead
to a discussion of the functions and properties of the S100B, drawing a parallel with its
concentration in the medium. While high concentration favors S100B aggregation, at low
concentrations and in contact with pre-formed amyloid fibrils, the protein exhibits a
chaperone behavior, identifying the misfolded forms and disaggregating them.

Key-words: Alzheimer, astrocyte, B amyloid, aggregation, chaperone.



INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida da sociedade global, a doenca de
Alzheimer (DA) tem se tornado a forma mais frequente de deméncia na populagdo em
envelhecimento sendo esta, até entdo, uma comorbidade impassivel de cura ou prevencdo
(1). Os pacientes acometidos pela DA sofrem de uma deterioracdo progressiva de funcdes
cognitivas como linguagem, personalidade e memoria, acarretando em um prejuizo de

convivéncia social e comprometimento da autonomia do individuo.

Fisiopatologicamente, os biomarcadores classicos da doenga encontrados no
hipocampo e cortex cerebral sdo as placas senis extracelulares, os emaranhados
neurofibrilares e a reatividade astrocitica (2). De acordo com a hip6tese da cascata amiloide,
0 peptideo 3 amilbide, que € o principal componente das placas senis, é o responsavel pela
fisiopatologia da DA que além de formar a placa, acreditava-se estimular a formacéo dos
emaranhados neurofibrilares e levar a morte celular (3), resultando, desta forma, na deméncia
caracteristica da doenca. A sua formacdo, em condi¢cbes patoldgicas, se da atraves da
clivagem sequencial da proteina precursora amildide, presente na membrana celular, por
enzimas chamadas B e y secretases (4). Essa clivagem inadequada gera fragmentos que
possuem de 38 a 43 residuos de aminoacidos, sendo o fragmento constituido de 42 residuos
de aminoéacidos considerado com o maior potencial amiloidoigenico, formando as fibrilas

amiloides que se depositam no meio extracelular na forma de placa senil (5).

Os astrdcitos, por sua vez, sao as células mais abundantes no sistema nervoso central,
encontrando-se no cértex humano cerca de 1,4 astrdcitos para cada neurbnio (6). Estas
células, de grande complexidade estrutural, possuem a capacidade de otimizar o ambiente
celular através de diversas funcgdes fisioldgicas como a regulacdo do fornecimento de glicose
e substratos metabdlicos aos neur6nios, o tamponamento do pH do meio e ions, regulacao da
permeabilidade da barreira hematoencefalica, secrecdo de moléculas neuroprotetoras e
estabilizacdo de novas sinapses (7). Na DA h& um aumento de astrocitos reativos,
caracterizados por uma hipertrofia do corpo celular, que se depositam ao redor e entre as
placas senis cujos principais marcadores sdo a proteina glial fibrilar acida (GFAP) e a
proteina S100B (8). Nessas condi¢Bes neuropatoldgicas, essas células assumem um
comportamento toxico, secretando para o meio extracelular moléculas consideradas como

citocinas pro-inflamatorias e espécies reativas de oxigénio (9).



A S100B ¢é uma proteina pertencente a classe de proteinas S100 que possui dois sitios
de ligagdo com o ion Ca®* do tipo EF-hand, possuindo dois motivos hélice-volta-hélice
conectados por uma regido central (10). No sistema nervoso central, essa proteina € produzida
e secretada por astrocitos e a mesma, quando presente no meio extracelular, é capaz de
modular a atividade de diversos tipos celulares como os neurdnios, a microglia, as células do
endotélio vascular e, inclusive, os préprios astrocitos de uma forma autdcrina (11). Os efeitos
decorrentes da sinalizacdo desta proteina podem ser tréficos ou toxicos, sendo ambos
dependentes da concentragdo em que a mesma Se encontra no meio extracelular.
Experimentos utilizando cultura celular neuronal indicam que concentracfes baixas, na
ordem de nanomolar, sdo tréficas, promovendo a extensdo de neuritos e sobrevivéncia
celular. J4, em contrapartida, concentragdes elevadas, na ordem de micromolar, sdo toxicas
para 0 ambiente celular, levando a producéo de radicais livres e consequente morte celular
(12).

O receptor multiligante para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) € um
receptor presente na superficie celular no qual a S100B se liga (13). Em determinadas
patologias, como na DA e no diabetes, a expressdo do receptor RAGE encontra-se elevada,
sendo a mesma estimulada pela concentracdo extracelular de seus ligantes, resultando em um
aumento da resposta celular e no estabelecimento de um processo neuroinflamatoério (14).
Para compreender com melhor clareza a natureza dessa interacdo receptor-ligante, alguns
estudos tém se preocupado em esclarecer essa lacuna através do estudo da estrutura
tridimensional da S100B, a fim de relaciona-la com as suas fun¢des. Sabe-se que a S100B
pode formar estruturas multiméricas, sendo observado desde formas diméricas a formas
octaméricas em amostras de tecido cerebral humano. Essas diferentes formas tridimensionais
ativam de diferentes formas o receptor RAGE, sendo a forma tetramérica capaz de dimerizar
o receptor, dissociando-se do mesmo mais lentamente e consequentemente deixando-o
ativado por mais tempo (15). Além disso, estudos in silico demonstram que a classe de
proteinas S100, incluindo a S100B, possuem regides suscetiveis a agregacdo protéica,
podendo esta caracteristica se relacionar com a fisiopatologia da DA (16).

O aumento da expressdo de S100B na DA que colocaliza com as placas senis, sugere
que a proteina interage com o peptideo 8 amildide e/ou com os agregados fibrilares de B
amiloide. Recentemente, demonstrou-se que a S100B pode interagir com monoémeros (3
amiloide, impedindo a nucleacdo primaria e secundaria, atuando de uma forma bastante

significativa no impedimento da 3 agregacédo (17). Baseado nesses achados e no fato de que



a S100B, aparentemente, possui a sua funcao regulada pela sua estrutura tridimensional, o
objetivo deste estudo foi avaliar o possivel comportamento agregante da proteina bem como
avaliar se a mesma possui a capacidade de interagir com o peptideo 3 amiloide, afim de
retardar a sua agregacgédo ou entéo, atuar na desagregacéo de fibrilas previamente formadas.
Cada vez tem se tornado mais necessario o entendimento da natureza da interacdo da S100B
com o 3 amilGide para que seja possivel, futuramente, elucidar claramente o mecanismo da
instalacdo da doencga e, desta forma, tracar alvos terapéuticos que possam auxiliar no seu

tratamento.
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RESULTADOS

A taxa de agregacdo da S100B é dependente da concentracdo e do tempo de

incubacgao

Ao incubarmos a S100B em concentracdo de 10 nM, apesar de se visualizar uma
pequena agregacdo da S100B, ndo observamos diferenca estatistica ao longo dos tempos
avaliados (Figura 1) (p=0,5868, F3,15=0,6624). Ja com a com a S100B em concentragdo de
10 uM, observamos uma agregacdo baixa nos primeiros tempos apos incubagdo no meio
agregante, entretanto, a agregacdo da mesma aumenta conforme aumenta o tempo de
incubacéo (Figura 2) (p=0,0003, F9)=3,542).
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Figura 1 - Agregacdo da S100B - 10 nM. Analise da agregacédo proteica ao longo
do tempo (horas) pelo método de tioflavina T (ThT). Andlise estatistica realizada por
ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste Tuckey, sendo os dados expressos como média
* erro padrédo, assumindo p < 0,05.
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Figura 2 - Agregacdo da S100B - 10 uM. Analise da agregacéo proteica ao longo
do tempo (horas) pelo método de tioflavina T (ThT). Letras indicam diferenca estatistica por
ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste Tuckey, sendo os dados expressos como média
* erro padréo, assumindo p < 0,05.

Quando comparada a concentracdo da S100B 10 nM com a da S100B 10 uM,
visualiza-se que a S100B 10 uM apresenta maior agregacéo que a S100B 10 nM nos tempos

de 120 e 168 horas apés a incubacdo no meio agregante (Figura 3) (p=0,0001, F325=10,26).
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Figura 3 - Comparacéo da agregacdo da S100B nM e uM. Analise da agregacao
proteica ao longo do tempo (horas) pelo método de tioflavina T (ThT). * indicam diferenca
estatistica por ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste Tuckey, sendo os dados expressos
como média * erro padrdo, assumindo p < 0,05
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Agregacao do peptideo 3 amildide é dependente do pH do meio

No ensaio de agregacdo do peptideo B amiloide em pH fisiologico (aproximadamente
pH 7,4), observa-se um pequeno aumento da fluorescéncia da molécula da ThT,
demostrando, desta forma, que a producdo dos agregados fibrilares de B amiloide é pequena.
Ja no meio acido (pH 2,0) observa-se um aumento da florescéncia da molécula da ThT,
demostrando que, nestas condi¢cfes de agregacédo, a formacdo de agregados fibrilares de 3
amiloide € maior nos tempos de 12 (p=0,0408, n=4-5), 24 (p=0,0133, n=4-5) e 48 (p=0,0117,
n=4) horas apds incubacdo nos meios agregantes (Figura 4).
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Figura 4 — Comparacao da agregacdo do 3 amiloide 5 uyM em pH 7,4e pH 2,0. A
figura A representa a diferenca de intensidade de fluorescéncia ap6s 12 horas de incubacéo;
a figura B representa a diferenca na intensidade de fluorescéncia apos 24 horas de incubagéo
e, por fim, a figura C representa a diferencga na intensidade de fluorescéncia apds 48 horas de
incubacdo. Analise da agregacéo proteica dos diferentes tempos (horas) pelo método de ThT.
* indicam diferencga estatistica pelo teste t de student, sendo os dados expressos como média
+ erro padrédo, assumindo p < 0,05.
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Além da diferenca da intensidade de fluorescéncia visualizada nos dois protocolos, a
observacao de agregados fibrilares de B amiloide por microscopia eletrénica de transmisséo
(MET) se d& apenas em amostras provenientes do protocolo de agregacdo em meio acido
(Figura5).

Figura 5 — Microscopia eletrdnica de transmissdo do R amiloide apés 24 horas
de agregacdo. Na imagem A ndo se observa a formacdo de fibrilas apos realizacdo da
incubacdo em meio fisiologico (pH 7,4). Na imagem B, observa-se as fibrilas formadas apos
incubacdo em meio &cido (pH 2,0). Barra de escala 100 um.

Incubacdo da S100B promove a desagregacdo das fibrilas de R amiloide

previamente formadas em meio acido

Apb6s 12 horas de incubacdo das fibrilas de R amiloide com as diferentes
concentragdes de S100B, observa-se que nas concentragdes de 5 nM (p= 0,0230, n=4-5), 50
nM (p= 0,0485, n= 3-5), 500 nM (p= 0,0274, n= 4-5) e 5 uM (p= 0,200, n=3-5) a proteina
S100B foi capaz de diminuir a intensidade de fluorescéncia detectada pelo teste da ThT que,
por sua vez, é proporcional a quantidade de fibrilas presentes (Figura 6). Desta forma,
demonstra-se que, em 12 horas, as diferentes concentracGes de S100B sdo capazes de

desagregar as fibrilas ja formadas.
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Figura 6 — Incubacéo durante 12h de fibrilas de 3 amiloide na presencga de diferentes
concentracdes de S100B. Desagregacdo das fibrilas de 3 amiloide (formadas em pH acido)
apos incubacdo com todas as diferentes concentracdes de S100B por 12 horas. * indicam
diferenca estatistica pelo teste t de student, sendo os dados expressos como média + erro

padrdo, assumindo p < 0,05.

Apols 24 horas de incubacdo dos agregados fibrilares com as diferentes
concentracdes de S100B, observa-se que, a S100B na concentracdo de 5 nM preserva a
capacidade de desagregar os agregados fibrilares com os quais é incubada (p=0,0059, n=4-
5). A intensidade de fluorescéncia gerada ap6s incubacdo dos agregados com a S100B na
concentragdo de 50 nM néo difere estatisticamente da gerada pelos agregados de 3 amiloide
na auséncia da proteina, indicando que, nesta concentracdo e tempo de incubagdo, ndo ha
diferenga entre ambos (p=0,5790, n= 4-5). No entanto, a intensidade de fluorescéncia gerada
com a S100B nas concentracdes de 500 nM e 5 UM ¢é estatisticamente maior do que a gerada
pelos agregados de 3 amiloide isolados (500 nM: p= 0,0209, n=4-5; 5 uM: p=0,0404, n=4-
5) (Figura 7), demonstrando que, nestas condig¢des, houve um aumento na formacgdo de

agregados.
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Figura 7 — Incubacdo durante 24h de fibrilas 3 amiloide na presenga de
diferentes concentragoes de S100B. Desagregacdo das fibrilas de 8 amiloide (formadas em
pH acido) apds incubacdo com diferentes concentracdes de S100B por 24 horas. * indicam
diferenca estatistica por teste t de student, sendo os dados expressos como média + erro

padréo, assumindo p < 0,05.

A S100B na concentracdo de 5 nM, ap0s 48 horas de incubacdo com as fibrilas ainda

preserva a capacidade de desagrega-las (p=0,0169, n=15). Da mesma forma, na concentracédo

de 50 nM, a S100B preserva o comportamento encontrado em 24 horas (p= 0,6130, n=5),

nédo alterando a agregacdo. Enquanto que, apds 48 horas de incubacdo com a S100B nas
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concentragdes de 500 nM e 5 uM, ndo houve alteracdo na agregacéo (Figura 8) (500 nM: p=
0,4647, n=4-5; 5 uM: p=0,2169, n=4-5) .
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Figura 8 - Incubacdo durante 48h de fibrilas 3 amiloide na presenga de
diferentes concentracdes de S100B. Desagregacao das fibrilas de 3 amiloide (formadas em
pH acido) apds incubacdo com diferentes concentracdes de S100B por 48 horas. * indicam
diferenca estatistica por teste t de student, sendo os dados expressos como média + erro
padrdo, assumindo p < 0,05.
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DISCUSSAO

Niveis elevados do conteudo da proteina S100B sdo encontrados em pacientes com
diferentes transtornos neurolégicos como, por exemplo, no soro de pacientes esquizofrénicos
(18) e no liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes em estdgios iniciais da doenca de
Alzheimer (19). Sendo esta uma proteina de origem astrocitica, acredita-se que essas células
desempenham um importante papel frente a essas patologias e outras doencas
neurodegenerativas. Entretanto, ainda ndo é completamente compreendido o papel que 0s
astrocitos desempenham em condicGes patoldgicas, especialmente na doenga de Alzheimer,
e qual o significado dos elevados niveis da S100B no LCR (19) e no soro (20) desses

pacientes.

Intracelularmente, atribui-se diversas func¢des regulatdrias a esta proteina astrocitica
como, por exemplo, a intervencdo da mesma na proliferagéo, sobrevivéncia e diferenciagdo
celular (12, 21). Além disso, outra funcdo bastante importante da S100B é a sua capacidade
de regular a homeostase do ion calcio, um importante cofator de diversas enzimas (22). Ja,
quando presente no meio extracelular, a funcionalidade desta proteina permanece néo
completamente elucidada. Além disso, todo o entendimento a respeito da estrutura
tridimensional da S100B reflete do seu estado intracelular, sendo escasso o entendimento a
respeito da estrutura/funcdo da proteina no meio extracelular (15). No experimento de
agregacdo da S100B que conduzimos, visualizamos, através do ensaio da ThT, que a S100B
possui a capacidade de formar agregados de maneira tempo e concentracdo dependentes. A
concentracdo de 10 UM demonstrou um comportamento mais propenso a formacdo destes
agregados a partir do quinto dia apds inicio da agregacdo (120 horas) e, experimentos em
cultura neuronal ja conduzidos anteriormente por outros grupos de pesquisa, atribuem um
efeito citotoxico a elevadas concentracdes de S100B (concentracBes na faixa de uM) no meio

extracelular (12).

Nas 12 horas apds incubacdo das diferentes concentracbes de S100B com o0s
agregados R fibrilares previamente formados, as diferentes concentracfes de S100B
analisadas (5 nM, 50 nM, 500 nM e 5 uM) foram capazes de desagregar os agregados,
diminuindo drasticamente a quantidade detectada. A menor concentracdo analisada de
S100B frente aos agregados do peptideo B amiloide — 5nM —, demonstrou uma capacidade
de desagregar os agregados presentes, perdurando nos trés diferentes tempos de coleta (12,
24 e 48 horas). Como mencionado anteriormente, experimentos previos fazendo uso de

cultura neuronal, atribuiram a concentragdes baixas de S100B, na faixa de nM, um efeito
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trofico (12). Entretanto, ao passo que a S100B 5 nM desagrega as fibrilas de 3 amiloide
previamente formadas, acredita-se que o produto de desagregacdo sejam os oligbmeros e
mondmeros que as compde. A hipotese mais sustentada pela literatura atual é de que as
formas oligoméricas séo as formas nas quais o 3 amiloide apresenta sua maior toxicidade e
estdo relacionadas com as sinalizac¢Ges celulares que desencadeiam na progressao da doenca
de Alzheimer (23). Desta maneira, seria contraditorio que a menor concentracao, 5 nM, para
qual a literatura classica atribui uma agdo trofica, ser a responsavel por uma maior
desagregacdo de agregados R fibrilares, lancando para o meio formas oligoméricas,
conhecidas por sua toxicidade. Este comportamento da S100B em baixas concentragdes
apenas foi visualizado in vitro, experimentos in vivo ainda Sa0 necessarios para ver se esse
comportamento se reproduz. Caso seja observado in vivo que a S100B em baixa concentracéo
(5 nM) também ¢é capaz de desagregar agregados R fibrilares previamente formados, seria
interessante estudar se as formas oligoméricas estdo realmente sendo formadas e lancadas
para 0 meio extracelular, e, caso estejam, se ha a possibilidade de um sistema de depuracao

destes oligdmeros.

Ap0s 24 horas de incubagdo da maior concentracdo de S100B com os agregados (3
amiloide previamente formados, houve uma maior deteccdo de intensidade de fluorescéncia
pela ThT correspondendo a uma quantidade maior de agregados. Sabe-se que, ainda, 0
aumento da S100B extracelular, sendo a mesma detectada no LCR ou no soro, correlaciona-
se negativamente com um volume cerebral normal e esté associado a déficits cognitivos (24).
Ainda é necessario um maior entendimento a respeito da acdo da proteina nessa condicdo, se
a mesma estimula a formacdo de fibrilas de 8 amiloide (através de oligbmeros e monémeros
ndo polimerizados) ou entdo se a prépria, frente a esse ambiente, possui a capacidade de se
agregar, formando uma estrutura cuja a sinalizacdo e funcionalidade ainda séo
completamente desconhecida. Vale ressaltar que, apos 48 horas, a S100B nas concentracdes
de 500 nM e 5 uM diminui a quantidade de agregados, enquanto que, em 24 horas, a S100B
demonstrava estimular a formacao dos mesmos. Essa incoeréncia nos leva a questionar se a
proteina esta, de alguma forma, sendo degradada e/ou perdendo sua funcionalidade.
Novamente, mais estudos devem ser conduzidos a fim de avaliar se esse € um comportamento

aleatorio ou se esta relacionado com perda de funcionalidade/degradacéo proteica.

Com relacéo aos agregados de S100B, € necessario maior estudo a respeito das suas
caracteristicas estruturais, a fim de entender se é viavel a sua real formacdo in vivo, visto que

as condi¢cbes de agregacdo empregadas no nosso estudo ndo sdo reproduziveis por um
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organismo vivo. Também é necessario avaliar se 0s mesmos participam da fisiopatologia de
doencas de depdsito proteico, especialmente, da doenca de Alzheimer e, ainda, se a sua
possivel formagdo in vivo é influenciada pela concentragdo em que a S100B se encontra no
meio extracelular. Neste sentido, buscamos, futuramente, elucidar a estrutura tridimensional
dos agregados de S100B formados através de uma busca minuciosa por estruturas que sigam
um padrdo de repeticdo, fazendo uso da microscopia eletronica de transmissdo. Além disso,
a analise da estrutura secundéria dos agregados pode ser melhor compreendida através de
técnicas de dicroismo circular que faz uso da absorcéo diferenciada da luz polarizada nos
sentidos horério e anti-horario permitindo, desta forma, detectar se ha ou nao presenca de
folhas B nestes agregados de S100B

O intuito deste trabalho foi trazer diferentes caminhos para entender a relagéo entre a
S100B, proteina majoritariamente de origem astrocitica, com o peptideo 3 amiloide, afim de
compreender um pouco mais da participacao dos astrocitos na fisiopatologia da DA. Ainda
€ necessario mais evidéncia cientifica, entretanto, através desse estudo inicial, pode-se
acreditar que uma das fungdes que a proteina S100B apresenta é a identificacdo de estruturas
mal formadas (como fibrilas de B amiloide) e a sua consequente desagregacéo atuando, desta

forma, como uma possivel chaperona.
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
Reagentes e proteinas

Todos os reagentes utilizados estavam em 6timo estado de conservacdo. Thioflavina
T (ThT), B-amiléide e a proteina S100B foram adquiridos comercialmente da empresa
Sigma-Aldrich (St. Lois, MO-USA).

Agregacdo da S100B namomolar e micromolar

A fim de avaliar a formacdo de agregados de S100B, a proteina foi diluida em uma
solucdo de 50 mM de glicina contendo 5 mM de R-mercaptoetanol, 5 mM de EDTA, 100
mM de NaCl com o pH ajustado para 2,5 (16) nas concentracdes finais de 10 nM e 10 uM.
A formac&o dos agregados de S100B foi estimulada através da incubacdo da proteina em
estufa a 37 °C durante 7 dias. No decorrer destes 7 dias de incubacdo, foram coletadas
aliquotas da S100B 10 nM e 10 puM nos tempos 24, 72, 120 e 168 horas a fim de avaliar a

formacédo de possiveis agregados.

Agregacao do peptideo B amiléide em pH fisioldgico

O peptideo B amiloide foi dissolvido em hexafluoro-2-propanol (HFIP). O B amilodide
permaneceu em HFIP durante 60 minutos em temperatura ambiente a fim de randomizar os
mono6meros R-amildide. Apds decorridos os 60 minutos, foi aliquotado volume suficiente da
solucdo de HFIP contendo o B amildide para formacdo de solugdes 22,15 uM do peptideo.
Deixou-se evaporar o0 HFIP, formando um filme do peptideo R-amiléide. Ao filme de R-
amiloide formado, adicionou-se tampdo fosfato (PBS) pH 7,4 para formacéo de uma solucédo
mée de concentragdo 22,15 puM. Desta solugdo mae foi retirado volume suficiente para o
preparo de aliquotas contendo 5 uM do peptideo B amiloide, que foi submetido ao protocolo
de agregacéo constituido de incubagdo a 37 °C por 48 horas. Nos tempos 12, 24 e 48 horas
apos a incubacdo foram realizadas coletas da amostra para avaliar a formacao de agregados

fibrilares.
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Agregacao do peptideo B amiléide em pH &cido

O peptideo R amiloide foi preparado da mesma forma como descrito no item anterior.
O diferencial é que, neste protocolo, adicionou-se uma solucdo de HCI 10 mM para formacéo
da solugdo mae de concentragdo 22,15 uM. Esta solucéo foi incubada a 37 °C por 24 horas,
a fim de formar os agregados fibrilares. Apds decorrido este tempo de incubacao, foi retirado
volume suficiente para o preparo de aliquotas contendo 5 uM de fibrilas R-amiléide, cujo pH
foi corrigido atraves da diluigdo com PBS, sendo novamente incubado a 37 °C por mais 48
horas. Nos tempos 12, 24 e 48 horas ap6s a incubacgdo foram realizadas coletas da amostra

para avaliar a formacdo de agregados fibrilares.

Incubacéo das fibrilas de 3 amildide com diferentes concentragdes de S100B

Volume suficiente de agregados fibrilares previamente formados em pH é&cido foi
aliquotado e diluido em PBS (ajustando para o pH fisiologico) contendo Ca?* em excesso
(cerca de 0,2 mM de CacCly) resultando em uma concentragdo final de 5 uM de agregado
fibrilar. A esses agregados fibrilares foram adicionadas diferentes concentragdes de S100B,
sendo as concentragc@es finais da proteina 5 nM, 50 nM, 500 nM e 5 uM. Essas aliquotas
contendo 5 uM de agregado fibrilar, adicionadas das diferentes concentraces de S100B,
foram incubadas a 37 °C por 48 horas. Apos incubacdo, foram realizadas coletas nos tempos

12, 24 e 48 horas, a fim de avaliar a desagregacao dos agregados previamente formados.

Para a analise da intensidade de fluorescéncia apo6s incubacdo com as diferentes
concentracdes de S100B nos diferentes tempos pré-estabelecidos (12, 24 e 48 horas),
considerou-se 100% a intensidade de fluorescéncia produzida pelas fibrilas de 3 amiloide
previamente formadas em meio &cido por 48 horas e reincubadas, por mais 48 horas, em pH
fisiolégico, sendo realizadas coletas para anélise de fluorescéncia pelo método da ThT em
12, 24 e 48 horas.

Avaliacéo da formacéo de agregados pelo teste da Tioflavina T

O ensaio tem por finalidade mensurar o aumento da fluorescéncia da molécula da
ThT quando, a mesma, se liga as fibrilas formadas. Para tal, a ThT foi diluida em PBS em
uma concentragéo correspondente a 0,8 mg/mL sendo, posteriormente, filtrada. Esta solugéo
é denominada solucdo-estoque e é armazenada ao abrigo de luz sendo, nestas condicGes,

estavel por até uma semana.
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No dia do uso, a solucao-estoque é diluida com PBS a fim de se obter uma solucao
de uso na concentracéo de 0,016 mg/mL. E adicionado as aliquotas contendo as amostras o
volume da solucdo de uso correspondente a 0,8 mg de ThT. A intensidade de fluorescéncia
é mensurada através de uma excitacdo com o comprimento de onda de 440 nm e absor¢ao
em comprimento de onda maior, 482 nm. Foram realizadas 10 leituras em um intervalo de
tempo de 60 segundos sendo, ao final, realizado uma média das fluorescéncias obtidas em
cada leitura (25).

Microscopia eletrénica de transmisséo

Uma solucdo estoque de acetato de uranila na concentracdo de 2% foi previamente
preparada, sendo essa solucdo estavel por varias semanas. Cerca de 10 puL das amostras foram
adicionados no grid e o excesso de liquido é removido com o auxilio de um papel filtro.
Apds, adicionou-se aproximadamente o mesmo volume de acetato de uranila ao grid no qual
foi adicionado a amostra anteriormente, removendo o0 excesso de liquido e deixando secar

em temperatura ambiente por aproximadamente 3 dias (25).

Os grids foram analisados através de um microscépio eletrénico de transmissdo. O
escaneamento das amostras iniciou-se em uma baixa magnificancia (10-12,000 x) para obter-
se uma ideia da composicédo geral das mesmas. Apos identificado uma estrutura de interesse,

a fim de observar-se a mesma com maiores detalhes, aumentou-se a magnificancia.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente através do auxilio do software
GraphPad Prism 6 e estdo representados como média + erro padrdo. Os testes estatisticos
utilizados foram teste t de student e analise de variancia de uma ou duas vias (ANOVA)

seguido de pos teste de Tukey.
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