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APRESENTAÇÃO 

 

Este trabalho foi elaborado na forma de artigo científico seguindo as normas da 

revista Journal of Biological Chemistry na qualidade de “Artigo Original”, cujas regras de 

formatação encontram-se em anexo. Para melhor compreensão do leitor, o artigo está escrito 

em língua portuguesa e, após as devidas correções da banca, será traduzido para língua 

inglesa para posterior submissão do mesmo.  
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Resumo 

 

A doença de Alzheimer é o tipo de distúrbio neurológico com maior incidência na população 

em envelhecimento. O principal marcador fisiopatológico da doença é a placa amiloide, 

caracterizada pelo depósito de fibrilas formadas pela polimerização do peptídeo ß amiloide. 

Além disso, há de se relatar a importância dos astrócitos na fisiopatologia da doença, sendo 

um dos principais marcadores celulares a proteína S100B, a qual acredita-se interagir com o 

peptídeo. No nosso trabalho, demonstramos que a própria S100B possui a capacidade de 

agregar-se, em condições extremas, quando em elevadas concentrações (µM). A mesma 

parece possuir a capacidade de desagregar as fibrilas de ß amiloide previamente formadas, 

sendo esta característica atribuída a proteína quando a mesma encontra-se em baixas 

concentrações, na ordem de nM. Esses achados levam a discussão das funções e propriedades 

da S100B, traçando um paralelo com a concentração em que a mesma se encontra no meio. 

Enquanto que em elevadas concentrações ocorre o favorecimento da agregação da mesma, 

em baixas concentrações e em contato com fibrilas de ß amiloide previamente formadas, a 

proteína apresenta um comportamento de chaperona, identificando estruturas mal formadas 

e desagregando-as.   

 

Palavras-chave: Alzheimer, astrócitos, ß amiloide, agregação, 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 ß 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 ß 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 (µM). 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, ß amyloid, aggregation, chaperone. 
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INTRODUÇÃO 

 Com o aumento da expectativa de vida da sociedade global, a doença de 

Alzheimer (DA) tem se tornado a forma mais frequente de demência na população em 

envelhecimento sendo esta, até então, uma comorbidade impassível de cura ou prevenção 

(1).  Os pacientes acometidos pela DA sofrem de uma deterioração progressiva de funções 

cognitivas como linguagem, personalidade e memória, acarretando em um prejuízo de 

convivência social e comprometimento da autonomia do indivíduo.  

Fisiopatologicamente, os biomarcadores clássicos da doença encontrados no 

hipocampo e córtex cerebral são as placas senis extracelulares, os emaranhados 

neurofibrilares e a reatividade astrocítica (2). De acordo com a hipótese da cascata amilóide, 

o peptídeo ß amilóide, que é o principal componente das placas senis, é o responsável pela 

fisiopatologia da DA que além de formar a placa, acreditava-se estimular a formação dos 

emaranhados neurofibrilares e levar à morte celular (3), resultando, desta forma, na demência 

característica da doença. A sua formação, em condições patológicas, se dá através da 

clivagem sequencial da proteína precursora amilóide, presente na membrana celular, por 

enzimas chamadas ß e γ secretases (4). Essa clivagem inadequada gera fragmentos que 

possuem de 38 a 43 resíduos de aminoácidos, sendo o fragmento constituído de 42 resíduos 

de aminoácidos considerado com o maior potencial amiloidoigenico, formando as fibrilas ß 

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

Os astrócitos, por sua vez, são as células mais abundantes no sistema nervoso central, 

encontrando-se no córtex humano cerca de 1,4 astrócitos para cada neurônio (6). Estas 

células, de grande complexidade estrutural, possuem a capacidade de otimizar o ambiente 

celular através de diversas funções fisiológicas como a regulação do fornecimento de glicose 

e substratos metabólicos aos neurônios, o tamponamento do pH do meio e íons, regulação da 

permeabilidade da barreira hematoencefálica, secreção de moléculas neuroprotetoras e 

estabilização de novas sinapses (7). Na DA há um aumento de astrócitos reativos, 

caracterizados por uma hipertrofia do corpo celular, que se depositam ao redor e entre as 

placas senis cujos principais marcadores são a proteína glial fibrilar ácida (GFAP) e a 

proteína S100B (8). Nessas condições neuropatológicas, essas células assumem um 

comportamento tóxico, secretando para o meio extracelular moléculas consideradas como 

citocinas pró-inflamatórias e espécies reativas de oxigênio (9).  
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A S100B é uma proteína pertencente a classe de proteínas S100 que possui dois sítios 

de ligação com o íon Ca2+ do tipo EF-hand, possuindo dois motivos hélice-volta-hélice 

conectados por uma região central (10). No sistema nervoso central, essa proteína é produzida 

e secretada por astrócitos e a mesma, quando presente no meio extracelular, é capaz de 

modular a atividade de diversos tipos celulares como os neurônios, a microglia, as células do 

endotélio vascular e, inclusive, os próprios astrócitos de uma forma autócrina (11). Os efeitos 

decorrentes da sinalização desta proteína podem ser tróficos ou tóxicos, sendo ambos 

dependentes da concentração em que a mesma se encontra no meio extracelular. 

Experimentos utilizando cultura celular neuronal indicam que concentrações baixas, na 

ordem de nanomolar, são tróficas, promovendo a extensão de neuritos e sobrevivência 

celular. Já, em contrapartida, concentrações elevadas, na ordem de micromolar, são tóxicas 

para o ambiente celular, levando a produção de radicais livres e consequente morte celular 

(12).  

O receptor multiligante para produtos finais de glicação avançada (RAGE) é um 

receptor presente na superfície celular no qual a S100B se liga (13). Em determinadas 

patologias, como na DA e no diabetes, a expressão do receptor RAGE encontra-se elevada, 

sendo a mesma estimulada pela concentração extracelular de seus ligantes, resultando em um 

aumento da resposta celular e no estabelecimento de um processo neuroinflamatório (14). 

Para compreender com melhor clareza a natureza dessa interação receptor-ligante, alguns 

estudos têm se preocupado em esclarecer essa lacuna através do estudo da estrutura 

tridimensional da S100B, a fim de relacioná-la com as suas funções. 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 

proteínas S100, incluindo a S100B, possuem regiões suscetíveis a agregação protéica, 

podendo esta característica se relacionar com a fisiopatologia da DA (16).  

O aumento da expressão de S100B na DA que colocaliza com as placas senis, sugere 

que a proteína interage com o peptídeo ß amilóide e/ou com os agregados fibrilares de ß 

amilóide. Recentemente, demonstrou-se que a S100B pode interagir com monômeros ß 

amilóide, impedindo a nucleação primária e secundária, atuando de uma forma bastante 

significativa no impedimento da ß agregação (17). Baseado nesses achados e no fato de que 
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a S100B, aparentemente, possui a sua função regulada pela sua estrutura tridimensional, o 

objetivo deste estudo foi avaliar o possível comportamento agregante da proteína bem como 

avaliar se a mesma possui a capacidade de interagir com o peptídeo ß amiloide, afim de 

retardar a sua agregação ou então, atuar na desagregação de fibrilas previamente formadas.  

Cada vez tem se tornado mais necessário o entendimento da natureza da interação da S100B 

com o ß amilóide para que seja possível, futuramente, elucidar claramente o mecanismo da 

instalação da doença e, desta forma, traçar alvos terapêuticos que possam auxiliar no seu 

tratamento.  
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RESULTADOS 

A taxa de agregação da S100B é dependente da concentração e do tempo de 

incubação 

Ao incubarmos a S100B em concentração de 10 nM, apesar de se visualizar uma 

pequena agregação da S100B, não observamos diferença estatística ao longo dos tempos 

avaliados (Figura 1) (p=0,5868, F(3,15) =0,6624). Já com a com a S100B em concentração de 

10 µM, observamos uma agregação baixa nos primeiros tempos após incubação no meio 

agregante, entretanto, a agregação da mesma aumenta conforme aumenta o tempo de 

incubação (Figura 2) (p=0,0003, F(3,9) =3,542). 

 

 

Figura 1 - Agregação da S100B - 10 nM. Análise da agregação proteica ao longo 

do tempo (horas) pelo método de tioflavina T (ThT). Análise estatística realizada por 

ANOVA de uma via seguida pelo pós-teste Tuckey, sendo os dados expressos como média 

± erro padrão, assumindo p < 0,05. 
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Figura 2 - Agregação da S100B - 10 µM. Análise da agregação proteica ao longo 

do tempo (horas) pelo método de tioflavina T (ThT). Letras indicam diferença estatística por 

ANOVA de uma via seguida pelo pós-teste Tuckey, sendo os dados expressos como média 

± erro padrão, assumindo p < 0,05. 

 

Quando comparada a concentração da S100B 10 nM com a da S100B 10 µM, 

visualiza-se que a S100B 10 µM apresenta maior agregação que a S100B 10 nM nos tempos 

de 120 e 168 horas após a incubação no meio agregante (Figura 3) (p=0,0001, F(3,25)=10,26). 

 

 

Figura 3 - Comparação da agregação da S100B nM e µM. Análise da agregação 

proteica ao longo do tempo (horas) pelo método de tioflavina T (ThT). * indicam diferença 

estatística por ANOVA de duas vias seguida pelo pós-teste Tuckey, sendo os dados expressos 

como média ± erro padrão, assumindo p < 0,05 

 

 

 

 

 



13 

 

Agregação do peptídeo ß amilóide é dependente do pH do meio  

No ensaio de agregação do peptídeo ß amiloide em pH fisiológico (aproximadamente 

pH 7,4), observa-se um pequeno aumento da fluorescência da molécula da ThT, 

demostrando, desta forma, que a produção dos agregados fibrilares de ß amiloide é pequena. 

Já no meio ácido (pH 2,0) observa-se um aumento da florescência da molécula da ThT, 

demostrando que, nestas condições de agregação, a formação de agregados fibrilares de ß 

amiloide é 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 após incubação nos meios agregantes (Figura 4). 

 

 

Figura 4 – Comparação da agregação do ß amiloide 5 µM em pH 7,4 e pH 2,0. A 

figura A representa a diferença de intensidade de fluorescência após 12 horas de incubação; 

a figura B representa a diferença na intensidade de fluorescência após 24 horas de incubação 

e, por fim, a figura C representa a diferença na intensidade de fluorescência após 48 horas de 

incubação. Análise da agregação proteica dos diferentes tempos (horas) pelo método de  ThT. 

* indicam diferença estatística pelo teste t de student, sendo os dados expressos como média 

± erro padrão, assumindo p < 0,05. 

 

A B 

C 
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Além da diferença da intensidade de fluorescência visualizada nos dois protocolos, a 

observação de agregados fibrilares de ß amiloide por microscopia eletrônica de transmissão 

(MET) se dá apenas em amostras provenientes do protocolo de agregação em meio ácido 

(Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Microscopia eletrônica de transmissão do ß amiloide após 24 horas 

de agregação. Na imagem A não se observa a formação de fibrilas após realização da 

incubação em meio fisiológico (pH 7,4). Na imagem B, observa-se as fibrilas formadas após 

incubação em meio ácido (pH 2,0). Barra de escala 100 μm. 

 

Incubação da S100B promove a desagregação das fibrilas de ß amiloide 

previamente formadas em meio ácido  

Após 12 horas de incubação das fibrilas de ß amiloide com as diferentes 

concentrações de S100B, observa-se que nas concentrações 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 µM (p= 0,200, n=3-5) a proteína 

S100B foi capaz de diminuir a intensidade de fluorescência 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 concentrações de S100B são capazes de 

desagregar as fibrilas já formadas.  

B A 
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Figura 6 – Incubação durante 12h de fibrilas de ß amiloide na presença de diferentes 

concentrações de S100B. Desagregação das fibrilas de ß amiloide (formadas em pH ácido) 

após incubação com todas as diferentes concentrações de S100B por 12 horas. * indicam 

diferença estatística pelo teste t de student, sendo os dados expressos como média ± erro 

padrão, assumindo p < 0,05. 

 

 Após 24 horas de incubação dos agregados fibrilares com as diferentes 

concentrações de S100B, observa-se que, a S100B na concentração 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 fluorescência gerada após incubação dos agregados com a S100B na 

concentração de 50 nM não difere estatisticamente da gerada pelos agregados de ß amiloide 

na ausência da proteína, indicando que, nesta concentração e tempo de incubação, não há 

diferença entre ambos (p= 0,5790, n= 4-5). No entanto, a intensidade de fluorescência gerada 

com a S100B nas concentrações de 500 nM e 5 µM é estatisticamente maior do que a gerada 

pelos agregados de ß amiloide isolados (500 nM: p= 0,0209, n=4-5; 5 μM: p=0,0404, n=4-

5) (Figura 7), demonstrando que, nestas condições, houve um aumento na formação de 

agregados. 
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Figura 7 – Incubação durante 24h de fibrilas ß amiloide na presença de 

diferentes concentrações de S100B. Desagregação das fibrilas de ß amiloide (formadas em 

pH ácido) após incubação com diferentes concentrações de S100B por 24 horas. * indicam 

diferença estatística por teste t de student, sendo os dados expressos como média ± erro 

padrão, assumindo p < 0,05. 

 

A S100B na concentração de 5 nM, após 48 horas de incubação com as fibrilas ainda 

preserva a capacidade de desagrega-las (p= 0,0169, n= 5). Da mesma forma, na concentração 

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

não alterando a agregação. Enquanto que, após 48 horas de incubação com a S100B nas 



17 

 

concentrações de 500 nM e 5 µM, não houve alteração na agregação (Figura 8) (500 nM: p= 

0,4647, n=4-5; 5 μM: p=0,2169, n=4-5) .  

Figura 8 - Incubação durante 48h de fibrilas ß amiloide na presença de 

diferentes concentrações de S100B.  Desagregação das fibrilas de ß amiloide (formadas em 

pH ácido) após incubação com diferentes concentrações de S100B por 48 horas. * indicam 

diferença estatística por teste t de student, sendo os dados expressos como média ± erro 

padrão, assumindo p < 0,05. 
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DISCUSSÃO 

Níveis elevados do conteúdo da proteína S100B são encontrados em pacientes com 

diferentes transtornos neurológicos como, por exemplo, no soro de pacientes esquizofrênicos 

(18) e no líquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes em estágios iniciais da doença de 

Alzheimer (19). Sendo esta uma proteína de origem astrocítica, acredita-se que essas células 

desempenham um importante papel frente à essas patologias e outras doenças 

neurodegenerativas. Entretanto, ainda não é completamente compreendido o papel que os 

astrócitos desempenham em condições patológicas, especialmente na doença de Alzheimer, 

e qual o significado dos elevados níveis da S100B no LCR (19) e no soro (20) desses 

pacientes.    

Intracelularmente, atribui-se diversas funções regulatórias a esta proteína astrocítica 

como, por exemplo, a intervenção da mesma na proliferação, sobrevivência e diferenciação 

celular (12, 21). Além disso, outra função bastante importante da S100B é a sua capacidade 

de regular a homeostase do íon cálcio, um importante cofator de diversas enzimas (22). Já, 

quando presente no meio extracelular, a funcionalidade desta proteína permanece não 

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/função da proteína no meio extracelular (15). No experimento de 

agregação da S100B que conduzimos, visualizamos, através do ensaio da ThT, que a S100B 

possui a capacidade de formar agregados de maneira tempo e concentração dependentes. A 

concentração de 10 µM demonstrou um comportamento mais propenso à formação destes 

agregados a partir do quinto dia após início da agregação (120 horas) e, experimentos em 

cultura neuronal já conduzidos anteriormente por outros grupos de pesquisa, atribuem um 

efeito citotóxico à elevadas concentrações de S100B (concentrações na faixa de µM) no meio 

extracelular (12). 

Nas 12 horas após incubação das diferentes concentrações de S100B com os 

agregados ß fibrilares previamente formados, as diferentes concentrações de S100B 

analisadas (5 nM, 50 nM, 500 nM e 5 µM) foram capazes de desagregar os agregados, 

diminuindo drasticamente a quantidade detectada. A menor concentração analisada de 

S100B frente aos agregados do peptídeo ß amiloide – 5nM –, demonstrou uma capacidade 

de desagregar os agregados presentes, perdurando nos três diferentes tempos de coleta (12, 

24 e 48 horas). Como mencionado anteriormente, experimentos prévios fazendo uso de 

cultura neuronal, atribuíram à concentrações baixas de S100B, na faixa de nM, um efeito 
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trófico (12). Entretanto, ao passo que a S100B 5 nM desagrega as fibrilas de ß amiloide 

previamente formadas, acredita-se que o produto de desagregação sejam os oligômeros e 

monômeros que as compõe. A hipótese mais sustentada pela literatura atual é de que as 

formas oligoméricas são as formas nas quais o ß amiloide apresenta sua maior toxicidade e 

estão relacionadas com as sinalizações celulares que desencadeiam na progressão da doença 

de Alzheimer (23). Desta maneira, seria contraditório que a menor concentração, 5 nM, para 

qual a literatura clássica atribui uma ação trófica, ser a responsável por uma maior 

desagregação de agregados ß fibrilares, lançando para o meio formas oligoméricas, 

conhecidas por sua toxicidade. Este comportamento da S100B em baixas concentrações 

apenas foi visualizado in vitro, experimentos in vivo ainda são necessários para ver se esse 

comportamento se reproduz. Caso seja observado in vivo que a S100B em baixa concentração 

(5 nM) também é capaz de desagregar agregados ß fibrilares previamente formados, seria 

interessante estudar se as formas oligoméricas estão realmente sendo formadas e lançadas 

para o meio extracelular, e, caso estejam, se há a possibilidade de um sistema de depuração 

destes oligômeros.  

Após 24 horas de incubação da maior concentração de S100B com os agregados ß 

amiloide previamente formados, houve uma maior detecção de intensidade de fluorescência 

pela ThT correspondendo a uma quantidade maior de agregados. Sabe-se que, ainda, o 

aumento da S100B extracelular, sendo a mesma detectada no LCR ou no soro, correlaciona-

se negativamente com um volume cerebral normal e está associado a déficits cognitivos (24). 

Ainda é necessário um maior entendimento a respeito da ação da proteína nessa condição, se 

a mesma estimula a formação de fibrilas de ß amiloide (através de oligômeros e monômeros 

não polimerizados) ou então se a própria, frente à esse ambiente, possui a capacidade de se 

agregar, formando uma estrutura cuja a sinalização e funcionalidade ainda são 

completamente desconhecida. Vale ressaltar que, após 48 horas, a S100B nas concentrações 

de 500 nM e 5 µM diminui a quantidade de agregados, enquanto que, em 24 horas, a S100B 

demonstrava estimular a formação dos mesmos. Essa incoerência nos leva a questionar se a 

proteína está, de alguma forma, sendo degradada e/ou perdendo sua funcionalidade. 

Novamente, mais estudos devem ser conduzidos a fim de avaliar se esse é um comportamento 

aleatório ou se está relacionado com perda de funcionalidade/degradação proteica.  

Com relação aos agregados de S100B, é necessário maior estudo a respeito das suas 

características estruturais, a fim de entender se é viável a sua real formação in vivo, visto que 

as condições de agregação empregadas no nosso estudo não são reproduzíveis por um 
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organismo vivo. Também é necessário avaliar se os mesmos participam da fisiopatologia de 

doenças de depósito proteico, especialmente, da doença de Alzheimer e, ainda, se a sua 

possível formação in vivo é influenciada pela concentração 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 padrão de repetição, fazendo uso da microscopia eletrônica de transmissão. Além disso, 

a análise da estrutura secundária dos agregados pode ser melhor compreendida através de 

técnicas de dicroísmo circular que faz uso da absorção diferenciada da luz polarizada nos 

sentidos horário e anti-horário permitindo, desta forma, detectar se há ou não presença de 

folhas β nestes agregados de S100B 

O intuito deste trabalho foi trazer diferentes caminhos para entender a relação entre a 

S100B, proteína majoritariamente de origem astrocítica, com o peptídeo ß amiloide, afim de 

compreender um pouco mais da participação dos astrócitos na fisiopatologia da DA. Ainda 

é necessário mais evidência científica, entretanto, através desse estudo inicial, pode-se 

acreditar que uma das funções que a proteína S100B apresenta é a identificação de estruturas 

mal formadas (como fibrilas de ß amiloide) e a sua consequente desagregação atuando, desta 

forma, como uma possível chaperona.  
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS  

Reagentes e proteínas 

Todos os reagentes utilizados estavam em ótimo estado de conservação.  Thioflavina 

T (ThT), ß-amilóide e a proteína S100B foram adquiridos comercialmente da empresa 

Sigma-Aldrich (St. Lois, MO-USA).  

 

Agregação da S100B namomolar e micromolar 

A fim de avaliar a formação de agregados de S100B, a proteína foi diluída em uma 

solução de 50 mM de glicina contendo 5 mM de ß-mercaptoetanol, 5 mM de EDTA, 100 

mM de NaCl com o pH ajustado para 2,5 (16) nas concentrações finais de 10 nM e 10 µM.  

A formação dos agregados de S100B foi estimulada através da incubação da proteína em 

estufa à 37 °C durante 7 dias. No decorrer destes 7 dias de incubação, foram coletadas 

alíquotas da S100B 10 nM e 10 µM nos tempos 24, 72, 120 e 168 horas a fim de avaliar a 

formação de possíveis agregados.  

 

Agregação do peptídeo ß amilóide em pH fisiológico 

O peptídeo ß amilóide foi dissolvido em hexafluoro-2-propanol (HFIP). O ß amilóide 

permaneceu em HFIP durante 60 minutos em temperatura ambiente a fim de randomizar os 

monômeros ß-amilóide. Após decorridos os 60 minutos, foi aliquotado volume suficiente da 

solução de HFIP contendo o ß amilóide para formação de soluções 22,15 µM do peptídeo.  

Deixou-se evaporar o HFIP, formando um filme do peptídeo ß-amilóide. Ao filme de ß-

amilóide formado, adicionou-se tampão fosfato (PBS) pH 7,4  para formação de uma solução 

mãe de concentração 22,15 µM. Desta solução mãe foi retirado volume suficiente para o 

preparo de alíquotas contendo 5 µM do peptídeo ß amilóide, que foi submetido ao protocolo 

de agregação constituído de incubação a 37 °C por 48 horas. Nos tempos 12, 24 e 48 horas 

após a incubação foram realizadas coletas da amostra para avaliar a formação de agregados 

fibrilares. 
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Agregação do peptídeo ß amilóide em pH ácido 

O peptídeo ß amilóide foi preparado da mesma forma como descrito no item anterior. 

O diferencial é que, neste protocolo, adicionou-se uma solução de HCl 10 mM para formação 

da solução mãe de concentração 22,15 µM. Esta solução foi incubada a 37 °C por 24 horas, 

a fim de formar os agregados fibrilares. Após decorrido este tempo de incubação, foi retirado 

volume suficiente para o preparo de alíquotas contendo 5 µM de fibrilas ß-amilóide, cujo pH 

foi corrigido através da diluição com PBS, sendo novamente incubado a 37 °C por mais 48 

horas. Nos tempos 12, 24 e 48 horas após a incubação foram realizadas coletas da amostra 

para avaliar a formação de agregados fibrilares. 

 

Incubação das fibrilas de ß amilóide com diferentes concentrações de S100B 

Volume suficiente de agregados fibrilares previamente formados em pH ácido foi 

aliquotado e diluído em PBS (ajustando para o pH fisiológico) contendo Ca2+ em excesso 

(cerca de 0,2 mM de CaCl2) resultando em uma concentração final de 5 µM de agregado 

fibrilar. À esses agregados fibrilares foram adicionadas diferentes concentrações de S100B, 

sendo as concentrações finais da proteína 5 nM, 50 nM, 500 nM e 5 µM. Essas alíquotas 

contendo 5 µM de agregado fibrilar, adicionadas das diferentes concentrações de S100B, 

foram incubadas a 37 °C por 48 horas. Após incubação, foram realizadas coletas nos tempos 

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

Para a análise da intensidade de fluorescência após incubação com as diferentes 

concentrações de S100B nos diferentes tempos pré-estabelecidos (12, 24 e 48 horas), 

considerou-se 100% a intensidade de fluorescência produzida pelas fibrilas de ß amiloide 

previamente formadas em meio ácido por 48 horas e reincubadas, por mais 48 horas, em pH 

fisiológico, sendo realizadas coletas para análise de fluorescência pelo método da ThT em 

12, 24 e 48 horas.   

Avaliação da formação de agregados pelo teste da Tioflavina T 

O ensaio tem por finalidade mensurar o aumento da fluorescência da molécula da 

ThT quando, a mesma, se liga às fibrilas formadas. Para tal, a ThT foi diluída em PBS em 

uma concentração correspondente a 0,8 mg/mL sendo, posteriormente, filtrada. Esta solução 

é denominada solução-estoque e é armazenada ao abrigo de luz sendo, nestas condições, 

estável por até uma semana.  
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No dia do uso, a solução-estoque é diluída com PBS a fim de se obter uma solução 

de uso na concentração de 0,016 mg/mL.  É adicionado às alíquotas contendo as amostras o 

volume da solução de uso correspondente à 0,8 mg de ThT. A intensidade de fluorescência 

é mensurada através de uma excitação com o comprimento de onda de 440 nm e absorção 

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 fluorescências obtidas em 

cada leitura (25). 

 

Microscopia eletrônica de transmissão 

 Uma solução estoque de acetato de uranila na concentração de 2% foi previamente 

preparada, sendo essa solução estável por várias semanas. Cerca de 10 µL das amostras foram 

adicionados no grid e o excesso de líquido é removido com o auxílio de um papel filtro. 

Após, adicionou-se aproximadamente o mesmo volume de acetato de uranila ao grid no qual 

foi adicionado a amostra anteriormente, removendo o excesso de líquido e deixando secar 

em temperatura ambiente por aproximadamente 3 dias (25).  

Os grids foram analisados através de um microscópio eletrônico de transmissão. O 

escaneamento das amostras iniciou-se em uma baixa magnificância (10-12,000 x) para obter-

se uma ideia da composição geral das mesmas. Após identificado uma estrutura de interesse, 

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

 

Análise estatística 

Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente através do auxílio do software 

GraphPad Prism 6 e estão representados como média ± erro padrão. Os testes estatísticos 

utilizados foram teste t de student e análise de variância de uma ou duas vias (ANOVA) 

seguido de pós teste de Tukey. 
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for Glycans (SNFG). The original citation is Varki et al. (2015) Glycobiology 25, 1323–1324 

Additional links to nomenclature recommendations can be found here. 

Unpublished observations and personal communications 

Must be cited using footnotes. 

Written approval for all personal communications, exactly as written in the text, 

should be available upon request. 

Tables 

Should have an overall title and each column within the table must have a heading. 

Should contain sufficient experimental detail to be understood without reference to 

the text. 

Abbreviations, when necessary, should be defined in the legend. 

Complex tables, such as sequence alignments, should be submitted as figures. Very 

large tables that cannot fit on a single page should be submitted as Supporting Information 

in an appropriate format such as Excel. 

Figures and figure legends 

Legends should contain sufficient detail to make the figure easily understood. 

Legends should appear underneath the figures to which they refer. 

Should be numbered in the order in which they are mentioned in the text. 

All symbols should be defined and all equations used to plot lines and curves should 

be provided. 

See below for more instructions on preparing figures. 

Should contain all appropriate permissions statements for reuse of content from 

previous publications. If you are not sure whether you need permissions for any figures, 

please click here for a simple guide. 

 


