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RESUMO

Bitencourt, A. L. B. Isolamento de oligbmeros toxicos do peptideo B-amiloide
usando o anticorpo de cadeia unica NUscl. 2019. 80 f. Tese (Doutorado em
ciéncias) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

A doenca de Alzheimer é a principal cauda de deméncia em todo o mundo, e é
caracterizada pelo acumulo cerebral de diferentes agregados proteicos, incluindo
aqueles formados pelo peptideo AR. Embora a patogénese da doenca de Alzheimer
nao seja completamente compreendida, evidéncias crescentes sugerem que O0S
oligbmeros soluveis do peptideo A desempenham um papel chave no inicio e
progresso da doencga. Neste trabalho desenvolvemos e otimizamos um método de
isolamento de oligbmeros de B-amiloide toxicos, no qual utilizamos o fragmento de
anticorpo de cadeia Unica NUscl como ferramenta de captura. NUsc1 foi descrito pelo
NOSSO grupo como um anticorpo seletivo para oligbmeros do peptideo B-amiloide,
sendo capaz de inibir sua citotoxicidade in vitro e in vivo. Fomos capazes de confirmar
a especificidade de NUscl por uma subpopulacdo de oligbmeros de B-amiloide
toxicos, e de mostrar que estes desempenham um papel chave no processo de
agregacdo para formacdo de fibras amiloides. Também, fomos bem-sucedidos no
desenvolvimento de um método de isolamento de oligbmeros de B-amiloide alvos de
NUsc1 utilizando beads magnéticas. Este método permitiu o isolamento de oligbmeros
de B-amiloide de diferentes fontes, incluindo extrato de cérebro de camundongo
transgénico. Além disso, avancamos na caracterizacdo destas espécies toxicas,
sendo capazes de estabilizar o complexo formado entre ABOs-NUscl através de
crosslinking. Nossos achados confirmaram a interagéo preferencial de NUscl por
oligbmeros de B-amiloide de alto peso molecular, auxiliando assim a revelar a

identidade destes agregados toxicos.

Palavras chaves: Oligbmeros de B-amiloide, scFv, Doenca de Alzheimer



ABSTRACT

Bitencourt, A. L. B. Isolation of toxic oligomers formed by the B-amyloid peptide
using the single-chain antibody NUsc1. 2019. 80 f. Tese (Doutorado em ciéncias)
— Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirao
Preto, 2019.

Alzheimer disease (AD), the leading cause of dementia worldwide, is characterized by
the brain accumulation of different protein aggregates, including those formed by the
B-amyloid peptide (AB). Although the pathogenesis of AD is not completely understood,
mounting evidence implicates soluble AR oligomers (ABOs) as key players in disease
onset and progression. In this work, we developed and optimized a method for the
isolation of toxic amyloid B-oligomers, in which the single chain antibody fragment
NUscl was used as a capturing tool. NUscl has been described by our group as a
selective antibody against amyloid B-oligomers, being able to inhibit ABO cytotoxicity
both in vitro and in vivo. Her, we were able to confirm the preference of NUsc1 for a
subpopulation of toxic amyloid B-oligomers of = 100kDa, and show that these species
play a key role in the aggregation leading to fiber formation. Also, we have successfully
developed a method to isolate amyloid 3-oligomers targeted by NUsc1 using magnetic
beads. This method allowed us to isolate of amyloid B-oligomers from different
sources, including transgenic mouse brain extracts, thus helping in the characterization
of these toxic amyloid [-oligomers. In addition, we have advanced in the
characterization of these toxic species, as we were able to stabilize the complex
formed between ABOs-NUscl through crosslinking. Our findings confirmed the
preference of NUsc1 by high molecular weight amyloid B-oligomers, contributing to the
field to determine the identity of these toxic aggregates.

Keywords: 3-amyloid oligomers, scFv, Alzheimer’s Disease
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos clinicos e moleculares da Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) é um dos maiores desafios de saude publica do
século XXI. A DA afeta atualmente cerca de 47 milhGes de pessoas no mundo inteiro,
sendo a principal causa de deméncia (PRINCE et al., 2015; SCHELTENS et al., 2016).
Nesta doencga, o envelhecimento € o maior fator de risco e, como ainda ndo existem
métodos efetivos de diagnostico pre-mortem e tratamento, espera-se que sua
incidéncia continuard a crescer nos proximos anos, em paralelo ao aumento na
expectativa de vida. Segundo Prince e colaboradores (2013), estima-se que em 2050
0 numero de pessoas com idade igual ou superior a 60 anos aumente para 1,25
bilhdes, o que correspondera a aproximadamente 22% da populacdo mundial, sendo
que 79% destas pessoas serdo moradores das regides menos desenvolvidas do
planeta.

Em 1907, Alois Alzheimer descreveu os sintomas apresentados por uma
paciente de 51 anos, Auguste Deter, que possuia claramente um grande déficit
cognitivo relacionado principalmente a perda de memaria. Alois Alzhemeir descreveu
0s sintomas de sua paciente da seguinte forma: “Her memory is seriously impaired. If
objects are shown to her, she names them correctly, but almost immediately afterwards
she has forgotten everything. When reading a test, she skips from line to line or reads
by spelling the words individually, or by making them meaningless through her
pronunciation. In writing she repeats separate syllables many times, omits others and
quickly breaks down completely. In speaking, she uses gap-fills and a few paraphrased
expressions (“milk-pourer” instead of cup); sometimes it is obvious she cannot go on.
Plainly, she does not understand certain questions. She does not remember the use
of some objects.”. Ap6s sua morte, o Dr. Alzheimer analisou histologicamente o
cérebro da paciente através de marcacéo com prata, e observou a presenca de placas
neuriticas, emaranhados neurofibrilares e angiopatia amiloide, que entao se tornaram
marcas fisiopatolégicas desta doenca que agora leva o seu nome (BONDI et al. 2017).

As causas da DA ainda nao foram completamente desvendadas, pois envolve

uma combinacao de fatores genéticos, moleculares e ambientais (BONDI et al., 2017).
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Também pode-se destacar alguns fatores de risco, como diabetes mellitus,
hipertenséo, obesidade de meia idade, sedentarismo, depressao, fumo e baixo nivel
educacional (NORTON et al., 2014), os quais estdo relacionados a doencas
cerebrovasculares, j reconhecidas como potencial fator de risco de desenvolvimento
da DA. Os fatores de risco aumentam a probabilidade de ocorréncia e do avanco da
DA, porém os fatores genéticos e principalmente os moleculares tem maior destaque
no seu desencadeamento. Aproximadamente 1 — 5% de todos os casos de DA
documentados derivam da heranca de desordens autossomais dominantes familiares
(REITZ E MAYEUX, 2014). Pessoas com a forma familiar da DA carregam raras
mutacBes autossdmicas dominantes em um dos genes da presenilina (PSEN-1 e
PSEN-2), a subunidade catalitica da y-secretase, essencial na clivagem da proteina
precursora amiloide (APP) que da origem ao peptideo B-amiloide (AB). Estas
mutacdes na presenilina, assim como mutagcdes na APP, geram um comportamento
anbmalo de clivagem reduzindo a especificidade e consequentemente levando a
formacao de peptideos mais longos de 42 aminoacidos (AP42), mais propensos a
agregacdo. Este efeito é capaz de alterar a proporcéo fisiolégica entre peptideos
curtos e longos (AB4o/AB42), que como consequéncia leva ao desenvolvimento da
doenca (SCHELTENS et al., 2016).

Mais comum € a forma esporadica da DA, que corresponde a mais de 95% dos
casos, se instala em média aos 80 anos, e apresenta fatores genéticos mais
complexos e menos compreendidos (REITZ E MAYEUX, 2014). Atualmente, sabe-se
que o alelo €4 do gene da Apolipoproteina E (APOE4), localizado no cromossomo 19,
€ o maior fator de risco genético para o desenvolvimento dessa forma da DA. Embora
o principal papel da APOE seja como carreadora de colesterol e outros lipideos,
especula-se que sua relacdo com a DA seja pelo seu papel na mediagéo da depuracéo
do peptideo AB. Portadores APOE4 podem apresentar déficits de depuracdo do
peptideo AB, uma vez que a remocgao de AB do sistema nervoso central e do plasma
é reduzida em camundongos knock-in APOE4 humana (CASTELLANO et al., 2011,
SHARMAN et al., 2010). O principal impacto da APOE talvez esteja relacionado com
a interagao do peptideo AB com receptores da APOE na superficie celular, incluindo
os receptores de LDL relacionado com a proteina 1 (LRP1), receptor de LDL (LDLR)
e receptores de VLDL (VLDLR). A ligagédo do peptideo AP isoladamente ou em
complexo com a APOE, libera o peptideo AB para via lisossomal ou leva a transcitose

no plasma através da barreira hematoencefalica (HOLTZMAN et al., 2012).



19

A relacao entre as mutacdoes nos genes da APP ou das PSEN-1 e PSEN-2, que
levam ao acumulo do peptideo AB, e a presencga majoritaria do peptideo AB nas placas
senis, levou a formulacédo da hipotese da cascata amiloide. Nesta hipotese, alteracdes
gque levam ao acumulo do peptideo AR teriam como consequéncia a formacéo de
fibras amiloides, que por sua vez levariam a hiperfosforilagdo patolégica da proteina
estabilizadora de microtubulo Tau, com consequente morte neuronal e deméncia.
Segundo essa hipoétese, portanto, as alteracdes no nivel de fosforilacdo da proteina
Tau, assim como de sua solubilidade, que é bem caracterizada como marcador da
DA, seria uma consequéncia da deposi¢ao do peptideo AB. Embora esta hipdtese
tenha sido bem aceita pela comunidade cientifica, ela possui limitacbes no que diz
respeito a explicar se as placas e emaranhados neurofibrilares poderiam ser produtos
da neurodegeneragao da DA, em vez de sua causa, e como o depdsito de AR levaria
a formacao dos emaranhados neurofibrilares (REITZ, 2012).

Outras hipoéteses consideram o acumulo de AR e de tau hiperfosforilada como
mecanismos independentes, mas paralelos, que possuem um intermediario comum
que ainda permanece nao identificado. Apesar de os emaranhados de tau serem
usados como marcadores histopatolégicos da DA, e de mutagbes nos genes
codificantes de tau levarem a deméncia (como na Deméncia fronto temporal; FOIANI
et al., 2018), existem ainda algumas ddvidas em relacdo ao papel da Tau na
patogénese da DA. Na Deméncia fronto-temporal, os emaranhados neurofibrilares
formados pela Tau hiperfosforildada séo histologicamente diferente dos emaranhados
encontrados em pacientes com DA, pois estdo majoritariamente em sitios extra-
hipocampais. Além disso, o cérebro dos pacientes com Deméncia fronto-temporal é
desprovido de placas amiloides. Essas observacbes demonstram que oS
emaranhados de Tau nao sdo necessariamente consequéncia do acumulo de AR, e
podem induzir neurodegeneracdo de forma independente. Sendo assim, pode-se
supor que a formacao das placas amiloides caracteristicas da DA seja consequéncia
de mudangas no metabolismo do AR (HARDY et al., 1998; HUTTON et al., 1998;
SCHELTENS et al., 2016).

A importancia do metabolismo do AB na DA também é reforcada por evidéncias
advindas da comparagdo entre camundongos transgénicos que super-expressam
APP e tau humanas, ou somente tau, com mutacdes encontradas nas formas
familiares da doenca. Lewis e colaboradores (2001) demonstraram que 0S animais

gue super-expressavam APP e tau mutantes desenvolveram um aumento significativo
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na formacdo de emaranhados neurfibrilares em comparacdo com 0s animais que
apenas super-expressavam tau mutante, de mesma idade. Estes dados destacaram
a importancia da APP, ou do peptideo AB, na formacdo dos emaranhados
neurofibrilares, assim como sugeriu que estes fazem parte do evento inicial e central
na DA.

1.2. Agregados soluveis do peptideo AB

O peptideo AR derivado do processamento proteolitico da APP ja estd bem
estabelecido como um dos protagonistas na DA, apesar de 0os mecanismos pelos
quais o AB atua ainda nao estarem completamente esclarecidos. O peptideo AB pode
apresentar de 36 a 43 aminoacidos, todos produtos do processamento proteolitico
APP. A APP pode ser processada por trés diferentes proteases chamadas a, B e y-
secretases, sendo este processamento dividido em duas vias principais, chamadas
via amiloidogénica, que leva a formagao do peptideo AR, e via ndo-amiloidogénica,
que previne a formacao do peptideo AB (Fig. 1). O AB produzido na via amiloidogénica
é resultado da acao da f3 e y-secretase, sendo a B-secretase responsavel por iniciar o
processo eliminando uma grande parte da APP (como sAPPB) e gerando um
fragmento carboxi-terminal (BCTF ou C99), que ¢é entao clivado pela y-secretase em

um ambiente hidrofébico na membrana plasméatica (HAASS et al., 2012).
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Figura 1. Processamento da APP. Na via ndo-amiloidogénica, a acao da a-secretase gera
um ectodominio (sAPPa) e um fragmento C-terminal de 83 aminoéacidos, o qual é clivado pela
y-secretase liberando p3 para o meio extracelular. Na via amiloidogénica, a APP é clivada
pela B-secretase gerando um fragmento menor (sAPP3) que é liberado para o meio e, o C-
terminal C99 que é substrato da y-secretase para producéo do peptideo AB. Fonte: adaptado
de QUERFURTH E LAFAERLA, 2010.

Como ja foi descrito, na via amiloidogénica, a agdo da y-secretase sobre o
substrato C99 pode gerar peptideos AR de diferentes tamanhos (38 a 43
aminoacidos), sendo os peptideos de maior comprimento, como o AB42, os mais
hidrofébicos e portanto mais propensos a agregacdo. Sendo assim, estas mudancas
no comprimento C-terminal do peptideo AR pode ter efeitos drasticos na cinética de
agregacédo e toxicidade dos agregados destes fragmentos (DE STROOPER, 2010;
QUERFURTH E LAFERLA, 2010). O peptideo Ap40, por exemplo, é encontrado em
uma proporcao dez vezes maior com relacdo ao peptideo APs2 em cérebros
saudaveis, e possui uma cinética de agregacao muito menor que o peptideo AB42 (que
possui producdo aumentada na DA), além de formarem agregados menos
neurotéxicos (QUERFURTH E LAFERLA, 2010).

Moléculas do peptideo AB sao sabidamente capazes de se auto associarem de
maneira ndo covalente em multiplos estados de montagem, sendo cada estado é
capaz de levar a diferentes efeitos fisiopatologicos (BHARADWAJ et al., 2009). Os
mondmeros deste peptideo inicialmente se associam em um processo de nucleagéo,
o qual leva a formacgéo de pequenos agregados solGveis e metaestaveis chamados
de oligbmeros do peptideo AR (ABOs). Estes, por sua vez, podem sofrer adigdes e se

estender até formarem protofibras. Finalmente, as protofibras se juntam para formar
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fibras grandes, insoluveis e ricas em estrutura secundaria em folha 3, que entéo
precipitam e se acumulam para formacéo das placas senis (GILBERT, 2013).

Ja foi demonstrado que o peptideo AR em sua forma monomérica nao é téxico,
e que a carga de fibras amiloides -de AB nao é diretamente proporcional a severidade
da DA ou ao numero de placas senis (LORENZO E YANKNER, 1994; MCLEAN et al.,
1999). Uma explicacdo para esse paradoxo foi apresentada por LAMBERT et al.,
1998 e WALSH et al., 2002. Nesses trabalhos, foi demonstrado que oligbmeros
soluveis do peptideo AB (ABOs), metaestaveis, sdo toxicos in vitro e in vivo. Foi
mostrado ainda que os déficits de aprendizagem e de memdria causados por ABOs
em camundongos transgénicos modelo da DA podem ser reduzidos quando os niveis
de ABOs sao diminuidos pela aceleracao da formacao de fibras (CHENG et al., 2007).
O papel dos ABOs como as principais espécies toxicas formadas pelo peptideo AR
também foi demonstrado por MEILANDT et al., 2009, que observaram que modelos
animais da DA gue nao possuiam placas amiloides cerebrais, mas eram positivos para
ABOs, apresentavam déficit cognitivo. Ja em cérebros humanos post-mortem, a
quantidade de ABOs extraido foi até 70 vezes maior em pacientes com DA quando
comparado com individuos controle da mesma idade, portanto um biomarcador mais
fidedigno da DA do que o numero de placas amiloides (GONG et al., 2003; MC
DONALD et al., 2010). Em conjunto, esses achados indicam que os ABOs sao
agregados soluveis do peptideo AB com atividade neurotdxica, e que portanto

possuem um papel chave no mecanismo de génese da DA (Fig. 2).
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Figura 2. Agregacao do peptideo AB e formagao de ABOs neurotéxicos. O peptideo AR
gerado pelo processamento da APP é enviado para o meio extracelular e se auto-associa
para formar agregados soluveis (ABOs), que sdo neurotéxicos. Fonte: adaptado de VIOLA E
KLEIN, 2015.

1.3. Conformagao dos ABOs

Mesmo com todos os avancos na identificacdo dos ABOs como espécies
neurotoxicas, a conformacdo destes agregados permanece desconhecida. Varios
estudos sustentam que espécies oligoméricas de baixo peso molecular, como
dimeros, trimeros e tetrameros, que foram extraidas de cérebros humanos e de
modelos transgénicos, seriam as espécies mais toxicas (BROUILLETTE et al., 2012;
POLING et al., 2008; SHANKAR et al., 2008). Isso se deve ao fato de que os dimeros
estaveis em SDS sdo encontrados em extratos de cérebro post-mortem de pacientes
da DA (MC DONALD et al. 2010; SHANKAR et al. 2009), assim como a fracao de
baixo peso molecular correspondente a dimeros e triméros de uma gel filtracdo do
extrato de cérebros da DA prejudicam a potenciacdo de longa duragdo (LTP)
(SHANKAR et al., 2008). Outros trabalhos também sustentam a hipotese de que as

espécies oligoméricas de baixo peso molecular tem grande potencial sinaptotoxico
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(JIN et al.,, 2011). No entanto, j& foi demonstrado que a relacdo entre a grande
guantidade de dimeros, e o déficit cognitivo em camundongos transgénicos, nao é
uma relacéo direta e linear (LESNE et al., 2006), assim como ja foi demonstrado que
dimeros rapidamente se tornam estruturas maiores e mais estaveis como as
protofibras (O’'NUALLAIN et al., 2010). Logo, é dificil associar os oligdmeros de baixo
peso molecular a DA, pois ndo se sabe ao certo se estas espécies encontradas sao
produtos de outras estruturas, ou sdo unidades iniciais de construcdo das espécies
toxicas (LARSON E LESNE, 2012).

Muitos outros trabalhos (e.g. GONG et al., 2003; LESNE et al., 2006; NOGUCH]
et al., 2009; SEBOLLELA et al., 2014; TOMIC et al., 2009) reportaram a presenca de
oligbmeros de alto peso molecular (como dodecameros) em extratos de cérebro de
humanos com DA, ou de camundongos transgénicos. Outros trabalhos também
suportaram a hipétese de que os ABOs de alto peso molecular poderiam ser os
agentes neurotéxicos na DA, como os ABOs toxicos maiores que 100 kDa descritos
por Tomic et al. 2009 e Noguchi et al. 2009. Além disso, nosso grupo também
demonstrou a presenca de espécies oligoméricas do peptideo AB de
aproximadamente 80 kDa em extratos de cérebros humanos com DA (SEBOLLELA
et al., 2014). Recentemente, também foi demonstrado a capacidade dos oligbmeros
de alto peso de induzir neurotoxicidade através de danos na membrana plasmatica
(YASUMOTO et al., 2019). Em contrapartida, alguns dados sugerem que oligbmeros
de alto peso molecular extraidos do cérebro post-mortem de pacientes da DA sdo
menos neurotoxicos que os de baixo peso molecular, e que quando os de alto peso
molecular dissociavam eram formadas estruturas menores mais toxicas (YANG et al.,
2017).

A dificuldade na identificacdo e caracterizacdo das espécies oligoméricas
téxicas se deve principalmente a heterogeneidade dos oligbmeros. Os ABOs podem
ser subdivididos em espécies que sao intermediarias para formacao de fibras, ou
espécies que ndo levam a formacao de fibras (CHITI E DOBSON, 2006). A via de
formacao de fibra se inicia através de uma fase de nucleacgéo lenta (ou fase lag), que
envolve basicamente a formacdo de ndcleos criticos termodinamicamente
desfavoraveis que esta associado a uma etapa de transicao, e uma vez formados os
nacleos criticos, ocorre a fase de alongamento ou crescimento, que é um aumento
rapido para formacgéo de estruturas fibrilares (MURPHY, 2007; XUE et al., 2008).
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Contudo, a caracterizagao da via de agregacédo pode ser complicada, envolvendo
outras espécies de agregados como por exemplo as protofibras, que sdo estruturas
menores e alongadas que comumente sao caracterizadas como uma fase de
transicao entre os oligbmeros e fibras (LANNFELT et al., 2014). Além disso, também
séo descritas agregados e fibras estruturalmente diferentes com diferentes niveis de
toxicidade (PETKOVA et al., 2005), e também diferentes estruturas de fibras estédo
associadas com diferentes fenotipos clinicos (PARAVASTU et al.,, 2009; QIANG et
al., 2017). Logo, ainda é um desafio caracterizar quais sdo as espécies toxicas
relevantes na DA, ja que existem espécies transientes que possuem plasticidade para

formacdo de outras estruturas, além de existirem diferentes vias de agregacéao.

1.4. O fragmento de anticorpo de cadeia Unica NUscl

Anticorpos monoclonais tém mostrado um grande potencial terapéutico para
doencas do sistema nervoso central (WALSH, 2004), mas sua alta massa molecular
€ um desafio quando o 6rgao alvo é o cérebro, uma vez que a maioria das IgGs néo
atravessa de forma eficaz a barreira hematoencefalica (BOADO et al., 2007). Além
disso, em testes clinicos algumas IgGs induziram altas respostas inflamatérias com
consequéncias indesejaveis, como meningoencefalite e, em alguns casos, morte
(BOADO et al., 2007; GILMAN et al., 2005). Como alternativa para contornar estas
desvantagens relacionadas as IgGs, foram desenvolvidos fragmentos de anticorpos
artificiais (MONNIER et al., 2013), que possuem menor massa molecular, e reduzido
potencial pro-inflamatorio.

Os fragmentos de anticorpos sdo moléculas derivadas de imunoglobulinas, que
possuem tamanhos e arranjos estruturais diferentes. Dentre os fragmentos de
anticorpos, existem trés grandes grupos de moléculas que sdo mais comumente
produzidas: Fab, scFv e VHH (NELSON, 2010). Inicialmente foram produzidos por
remoc¢do do dominio Fc das imunoglobulinas, resultando no fragmento Fab (massa
molecular de ~50 kDa), que € composto pelos dominios Cxi, CL unidos por uma ponte
dissulfeto, e os dominios VH e Vi, que contém as regides hipervariaveis responsaveis
pelo reconhecimento do antigeno (STROHL et al.,, 2012). Posteriormente, com 0S
avangos na engenharia de anticorpos, foi possivel desenvolver fragmentos de

anticorpo ainda menores, chamados de scFv (ou cadeia unica) (~28 kDa) e VHH (~15-
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20 kDa) (NELSON E REICHERT, 2009), como esquematizado na Figura 3. Os scFvs
contém somente os dominios variaveis Vu e VL ligados por um linker peptidico,
engquanto os VHHs correspondem somente ao dominio polipeptidio pesado similares
a Vi (MONNIER et a, 2013).

@
P 5
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Figura 3. Representacdo esquematica da molécula de IgG e os fragmentos de anticorpo
derivados desta estrutura. A IlgG é composta por uma regido Fc (4 dominios Cu2) e 2 regides
denominadas Fab (dominios C., Cni, VL € V4). O fragmento de anticorpo primeiramente
derivado da 1gG corresponde a porgdo Fab, da qual ainda se derivam os fragmentos de
anticorpos scFv (dominios V. e V) e VH/VHH (somente o dominio V4).

Os fragmentos de anticorpos do tipo scFv tem sido investigados como possivel
estratégia terapéutica para amiloidoses do sistema nervoso central, incluindo a DA
(MANOUTCHARIAN et al., 2017). Os scFvs para DA foram inicialmente desenvolvidos
para se ligarem na sequéncia linear do peptideo A, isto €, para serem capazes de se
ligar ao AB monomérico ou agregado, e demonstraram capacidade de reduzir a
agregacao e a toxicidade induzida por A (FRENKEL E SOLOMON 2002; MARTIN-
PENA et al., 2017; NISBET et al., 2013; ROBERT et al., 2009). No entanto, devido
aos fracassos nos testes clinicos com anticorpos contra a sequéncia linear do AR, fez-
se necessario uma busca por anticorpos mais especificos, que reconhecessem
preferencialmente AR na conformacao de ABROs téxicos encontrados nos pacientes
com DA (LAMBERT et al., 2007). Sendo assim, nosso grupo iniciou uma busca por

fragmentos de anticorpos de cadeia Unica (ou scFv) que fossem capazes de
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reconhecer especificamente oligbmeros do peptideo AB, para isto, foi utilizado a
técnica de phage display para selecéo dos fragmentos de anticorpo, dando origem a
11 fragmentos de anticorpos nomeados de NUscs 1-11. Estes fragmentos de
anticorpos de cadeia Unica ndo tinham especificidade nem por mondémeros do
peptideo AB, e nem para fibras. Dentre os NUscs selecionados, foi demonstrado que
o NUsc1l detinha a habilidade de se ligar apenas a uma subpopulacdo neurotoxicas
de ABOs de alto peso molecular (SEBOLLELA et al., 2017; VELASCO et al., 2012).
No trabalho de Sebollela e colaboradores (2017) também foram mostrados dados
indicando que NUsc1 também era capaz de detectar ABOs em cultura primaria de
neurénios, em cérebro de camundongos transgénicos APP/PS1, e em cérebro
humano post-mortem de portadores da DA. Além disto, NUscl também foi capaz de
conferir neuroprotecéo in vitro reduzindo o acumulo de espécies reativas de oxigénio
e hiperfosforilacdo de Tau induzidas por ABOs (SEBOLLELA et al., 2017; VELASCO
et al., 2012).

Neste trabalho, usamos a capacidade do fragmento de anticorpo de cadeia
anica NUscl de reconhecer uma subpopulacdo de ABOs para capturar espécies
téxicas de ABOs em solugado. Acreditamos que se trata de uma abordagem inédita,
para tentar solucionar um problema central na busca pela compreensao da identidade
das entidades oligoméricas mais toxica na DA, que é o isolamento bioquimico de
oligbmeros a partir de amostras complexas compostas por agregados de diversas
massas moleculares. Esse passo representa a etapa inicial, porém critica na
elucidacao estrutural dos ABOs neurtdxicos que podem ser 0s alvos principais na

busca pelo tratamento definitivo para a DA.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver um ensaio para isolamento de oligbmeros tdéxicos do peptideo AR

centralizado na seletividade do anticorpo conformacional de cadeia tunica NUscl.

2.3. Objetivos especificos

e Avaliar o papel dos ABOs alvos de NUsc1 na agregagao amiloide do peptideo
AB;

e Padronizar o protocolo de isolamento de ABOs utilizando beads magnéticas;

e Caracterizar bioquimicamente o complexo ABOs-NUscl resultantes da
metodologia de isolamento;

o Estabelecer um método de estabilizacdo do complexo ABOs-NUscl via
crosslinking;

¢ Avaliar o protocolo de isolamento na captura de ABOs proveniente de tecido
cerebral.
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3. METODOLOGIA

3.1. Preparo de oligbmeros do peptideo AR

3.1.1. Preparacéo de filmes do peptideo AB

Seguindo a metodologia descrita por Chromy e colaboradores (2003), 1 mg de
peptideo ABs2 humano (American Peptide), foi ressuspendido em 500 pyL de
hexafluoroisopropanol (HFIP, Sigma) gelado. Sem homogeneizar, o frasco foi selado
com parafilme e mantido em repouso por 1 h a temperatura ambiente. Ap4s o repouso,
o conteudo foi aliquotado igualmente em fluxo laminar em oito tubos estéreis gelados.
Estes tubos permaneceram abertos overnight a temperatura ambiente no fluxo
laminar. Em seguida, os tubos foram cobertos com parafilme furado, e secos utilizando
speed vac por 10 minutos. Os tubos foram armazenados em caixa contendo silica

dessecante no ultrafreezer a -80°C.

3.1.2. Ressuspensdo dos filmes do peptideo AR

Ainda seguindo a metodologia descrita por Chromy e colaboradores (2003), em
um fluxo laminar, um tubo com filme de A foi ressuspenso em 5 L de dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma), com movimentos suaves com a pipeta, evitando o atrito entre a
ponteira e o tubo. A solucéo foi transferida para um tubo low binding (Axygen) e diluida
em 245 uL de PBS (Laborclin) estéril, sendo mantido em gelo até a proxima etapa.
Simultaneamente, em um tubo low binding vazio e estéril, o veiculo foi preparado com
a diluicao de 5 pL de DMSO em 245 uL de PBS estéril. Ambos os tubos foram levados
ao vortex por 10 segundos. Os dois tubos foram incubados por 24 h a 4°C. Apés a
incubacéo, as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 14000g por 10 min a 4°C.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo pré-gelado. A preparagao de ABOs
foi entdo quantificada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), dividida em
aliquotas e mantida a 4°C (até 3 dias depois da ressuspensao) ou congelada a -20°C

para uso a longo prazo.
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3.2. Producdo e purificagdo de NUsc1

3.2.1. Producédo de NUscl em E. coli

NUsc1 foi expresso na cepa HB2151 de E. coli transformada previamente com
o vetor pIT-2 contendo a sequéncia codificadora para NUscl (SEBOLLELA et al.,
2017; VELASCO et al., 2012). As bactérias foram crescidas em uma placa de petri
contendo meio TYE sélido, com ampicilina e 1% de glicose. Foi utilizada uma colénia
isolada para inocular 10 ml de meio 2xTy, suplementado com ampicilina (100 ug/ml)
e 1% de glicose, que foi incubado a 37°C com agitacdo a 220-250 rpm, overnight. No
dia seguinte, o pré-inéculo foi diluido 1:100 em 1 L de meio 2xTy, com ampicilina (100
pg/ml) e 0,1% de glicose, que foi incubado a 37°C sob agitagdo de 250 rpm, até a
cultura atingir uma D.O. de 0,7. Em seguida, foi adicionado ao meio de cultura 0,5 mM
de IPTG (Isopropil-b-D-galactosideo), a fim de induzir a expressdo do fragmento de
anticorpo. A cultura foi incubada overnight sob agitacdo de 220 rpm a 30°C. No dia
seguinte, a cultura foi centrifugada a 5000g por 60 minutos a 4°C. ApoOs a
centrifugacédo, o sobrenadante foi coletado, e centrifugado novamente a 5000g por 30

minutos a 4°C, e imediatamente usado na purificagdo do anticorpo.

3.2.2. Purificacdo de NUsc1 por cromatografia de afinidade

O sobrenadante do meio de cultura foi diluido em uma proporcéo de 1:2 em
PBS pH 7,4 gelado, e o pH do meio verificado ap6s a adi¢cdo. A coluna de proteina A
(HiTrap Protein A HP, GE) de 1 ml foi previamente lavada com 5 ml de a4gua milli-Q, e
depois equilibrada com 25 ml de PBS pH 7,4. Todo os processos de preparacdo da
coluna, carregamento e eluigdo foram realizados a 4°C (camara fria). O meio diluido
em PBS foi carregado na coluna em fluxo de 0,7ml/min. Apés o carregamento, a
coluna foi lavada com 50 ml de PBS pH 7,4 + 300mM de NaCl, seguido de lavagem
com 80 ml de PBS pH 7,4. Os microtubos para coleta das frag6es do eluato receberam
previamente 60 uL de Tris 1M pH 8 para neutralizar o tampao glicina utilizado na

eluicdo. NUscl foi eluido da coluna com tampéo glicina 100 mM pH 2,8, com fluxo



33

maximo de 1 ml/min, em fragdes de 250ul. Apds a elui¢ao, a quantificacdo de NUsc1

foi realizada pelo método de Bradford (BioRad).

3.2.3. Analise da integridade e pureza de NUsc1 purificado

As fragOes coletadas da purificagdo de NUsc1 via coluna de proteina A foram
primeiramente analisadas por SDS-PAGE utilizando gel de poliacrilamida 12%
(Acrilamida 30%, BioRad). A corrida foi realizada a 100V com corrente variavel,
utilizando o padréo de peso molecular All-Blue (BioRad). Apds o SDS-PAGE, o gel foi
corado com commassie blue e fotografado no ChemiDoc (BioRad). Para andlise da
integridade das caudas de His e c-myc por western blotting, foi utilizado o mesmo
protocolo de SDS-PAGE, e as proteinas foram transferidas do gel para uma
membrana de nitrocelulose 0,45 um (GE) utilizando um transferidor semi seco (Trans-
blot Turbo Transfer System, Bio-Rad) a ~16V (voltagem variavel) e 300 mA durante
40 min, em tampao de transferéncia (48 mM Tris, 39 mM glicina, 20% metanol, 0,04%
SDS). A membrana foi entdo incubada sob agitacdo em solucdo de bloqueio (Leite
desnatado 5% em Tris-buffered saline: 20 mM Tris pH 7,5, 150 nM NacCl, 0,1% Tween
20) por 1 h, a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, a membrana foi incubada
overnight com solugcdo de anticorpo primario anti-his-tag (BioLegend) diluido 1:5000
em BSA 2%/TBS-T, ou de anti-c-myc-tag (Sigma) 1:2000 em BSA 2%/TBS-T, a 4°C.
No dia seguinte, a membrana foi lavada 3 x 10 min com TBS-T e entdo incubada com
solucdo de anticorpo secundéario anti-mouse-HRP (GE), por 1 h a temperatura
ambiente. A membrana foi novamente lavada 5 x 10 min com TBS-T, e entéo revelada
utilizando o kit ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE). As imagens foram

capturadas usando o fotodocumentador (ChemiDoc, Bio-Rad).

3.3. Quantificacdo da co-localizagao entre NUsc1 e ABOs na superficie de

neurdénios

Foram utilizados 5 campos provenientes de 2 experimentos independentes
realizados pelo Prof. Adriano Sebollela no Lab. do Prof. William L. Klein (Northwestern
University, EUA). Neste experimento, uma cultura primaria de neurdnios foi

primeiramente incubada com ABOs marcados com a sonda fluorescente FAM, e
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depois com NUscl ligado a fago (pbNUscl). O percentual de co-localizagdo foi
determinado independentemente da intensidade em cada canal. A quantificacéo foi
realizada utilizando o plug-in Coloc 2, utilizando o valor padrdo de 3px para point
spread function (PSF). O grafico foi gerado considerando a porcentagem de sinal para

ABOs co-localizados com o sinal de pbNUsc1.

3.3.1. Agregacao de ABOs monitorada por fluorescéncia de Tioflavina-T

Em uma placa de 96 pogos de fundo preto (Perkin Elmer) posicionada sobre
uma camada de gelo, foram adicionados: 70,5 yL de PBS, pH 7,2; 37,5 pL de
Tioflavina-T (ThT, Sigma) 40 uM diluida em PBS; 21 yL de NUsc1 (concentracéo
estoque 35,7 uM); e 23 pL de ABOs (estoque 65 uM). O volume final foi de 150 uL.
Imediatamente apds a montagem, a placa foi lida em espectrofluorimetro de placa
EnSpire (PerkinElmer), utilizando os comprimentos de onda de 450nm para excitagcéo
e 482nm para emissdo, com agitacdo orbital suave de 5 segundos antes da leitura.
Em seguida, a placa foi vedada com uma tampa adesiva para evitar evaporacéo, e
incubada em shaker a 37°C com agitacéo de 50 rpm. Leituras foram realizadas a cada
4 h até o tempo total de 20 h. Para os microscopia eletrénica de transmissao (MET),
as amostras correspondentes aos pontos finais de 20 h foram diluidas 10x em agua e
3 uL da diluicéo foi aplicado na grade de cobre, que secou por 1 h. As amostras foram
fixadas com acetato de uranila 2% e imageadas em um microscopio eletrénico (JEOL
modelo JEM-100CXII, camera ORCA-HR)

3.4. Imobilizacdo de NUscl em beads magnéticas e sua aplicacdo no

isolamento bioquimico de oligoémeros de AB

3.4.1. Imobilizacdo de NUscl em beads magnéticas para o isolamento de
ABOs

Partiu-se de 5 uL de beads magnéticas cobertas com cobalto (Dynabeads His-
Tag Isolation and Pulldown, Thermo Fisher), que foram incubadas com 700 pL de
NUsc1 (a 0,8 uM) em Binding/Wash Buffer (50mM de fosfato de sodio, 300 Mm de
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NacCl, 0,01% de Tween20, pH 8,0), por 30 min a 4°C, sob agitacdo. Para remoc¢ao do
sobrenadante apds as incubacgbes e lavagens, foi utilizada uma estante magnética
para separar as beads do sobrenadante. As beads foram lavadas 3 x 1 ml com
Binding/Wash buffer, e entdo bloqueadas com solu¢cédo BSA 0,75% em Binding/Wash
buffer por 1 h a 4°C. As beads foram lavadas 1 x 1 ml com Binding/Wash buffer para
remogao do excesso de BSA, e entdo incubadas com ABOs a uma concentragao final
de 0,8 uM em Pull-Down Buffer (6.5 mM de fosfato de sodio, 140 mM de NacCl, 0,01%
de Tween20, pH 7,4) por 2 h a 4°C, sob agitacdo. Os ABOs nao ligados foram
removidos por 5 lavagens de 1 ml com Binding/Wash buffer. A partir desta etapa, as
beads foram direcionadas para a eluicdo. ou para a analise do isolamento pelo ensaio

que intitulamos “ELISA em beads”.

3.4.2. Liberagao do complexo ABOs-NUscl das beads magnéticas e analise
por SDS-PAGE

Para a eluicdo do complexo ABOs-NUsc1l, as beads foram transferidas para um
novo microtubo, e entdo incubadas com 100 yL de His elution buffer (300 mM de
imidazol, 50 mM de fosfato de s6dio, 300 mM de NacCl, 0,01% de Tween20, pH 8,0)
em gelo por 15 min. O sobrenadante foi coletado e utilizado imediatamente para os
experimentos subsequentes. O complexo ABOs-NUscl pos eluicdo foi analisado por
SDS-PAGE, no qual as amostras eluidas foram utilizadas na proporc¢éo de 25 uL do
eluato e 7 pL de tampao de amostra (62.5 mM Tris-HCL, 2% SDS, 10% v/v glicerol,
0,1 M ditiotreitol, 0,01% azul de bromofenol, pH 6,8), seguido por fervura por 5 min.
As amostras foram aplicadas em um gel de 1mm de espessura de poliacrilamida 12%
(12% de acrilamida, 0,32% bis-acrilamida, 375 mM Tris, 0,01% SDS, 0,01% PSA,
0,08% TEMED, pH 8,8), e a corrida procedeu sob voltagem constante de 90V por 2 h
e 30min, em tampéao de corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS, pH 8,3). Foi
utilizado 7 uL do marcador de peso molecular All-Blue (BioRad). Ao final da corrida, o
gel foi corado com Coomassie blue, e fotografado no fotodocumentador ChemiDoc
(BioRad), ou direcionado para western blotting (WB). A transferéncia do WB foi
realizada em sistema de transferéncia semi-seco (Trans-blot Turbo Transfer System
(Bio-Rad)) a ~16V (voltagem variavel) a 300 mA durante 40 min, em tampédo de

transferéncia (48 mM Tris, 39 mM glicina, 20% metanol, 0,04% SDS). As proteinas
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foram transferidas para membrana de nitrocelulose 0,45 ym (GE Healthcare Life
Sciences), que foi incubada em solugdo de bloqueio [Leite em p6 desnatado 5%
diluido em TBS-T (Tris-buffered saline: 20 mM Tris pH 7,5, 150 nM NacCl, 0,1% Tween
20)] por 1 h. Em seguida, a membrana foi incubada com solucéo de anticorpo anti-c-
myc (Sigma) diluido 1:2000 em solucdo de BSA 2%/TBS-T, a 4°C e sob agitacéo
suave, overnight. Apos a lavagem da membrana com solucdo TBS-T (3 x 10 min),
procedeu-se a incubacdo com o anticorpo secundario anti-mouse IgG-HRP
(Amersham) 1:6000, diluido em solucdo BSA 2%/TBS-T, por 1 h a temperatura
ambiente e sob agitagdo. A membrana foi lavada novamente 5 x 10min com solugéo
TBS-T, e revelada com o kit ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE). As

imagens foram capturadas usando o fotodocumentador ChemiDoc (Bio-Rad).

3.4.3. Anadlise do isolamento bioquimico de ABOs usando NUsc1 imobilizado

em beads magnéticas via “ELISA em beads”

A ligacao dos ABOs ao NUsc1 imobilizado nas beads magnéticas foi analisada
pelo ensaio de “ELISA em beads”. Beads magnéticas previamente funcionalizadas
com NUsc1 e incubadas com ABOs (como descrito no tépico 3.5.1), foram incubadas
com solucdo do anticorpo primario anti-AB 6E10 (BioLegend) diluido 1:2000 em
Binding/Wash Buffer com 0,1% BSA, a 4°C sob agita¢ao vertical por 1 h, lavadas 3 x
1ml com Binding/Wash Buffer, e finalmente incubadas com solu¢cdo de anti-mouse
IgG-HRP (Amersham) 1:20000 em Binding/Wash Buffer com 0,1% BSA, a 4°C sob
agitacao vertical por 1 h. Para a revelacdo, as beads foram lavadas 5 x 1ml com
Binding/Wash Buffer, transferidas para microtubos novos, e incubadas com 100 pL do
substrato colorimétrico da peroxidase TMB (Sigma). A reacao ocorreu no escuro a
temperatura ambiente por aproximadamente 5 min, e foi interrompida com 50 pL de
acido sulftrico 0.5 M. Os tubos foram incubados por 2 min na estante magnética, e o
sobrenadante coletado foi transferido para uma placa transparente de 96 pogos. A
leitura foi realizada em um leitor de placas (EnSpire, PerkinElmer) no comprimento de
onda de 450nm.
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3.5. Isolamento de ABOs de extrato de cérebro de camundongos

transgénicos 5xFAD

3.5.1. Preparacédo do extrato de cérebro

Os extratos de cérebro de camundongos transgénicos 5xFAD (OAKLEY et al.,
2006) ou tipo selvagem (WT) foram preparados a partir do cérebro inteiro congelado
de machos de 13 meses. O cérebro foi imerso em 500 uL de meio de cultura F12
(Ham’s F-12, Coisson) em microtubo Low Binding e macerados com auxilio de
disruptor manual, em banho de gelo. Ap6s 5 minutos de maceracdo, foram
adicionados mais 500 pL de meio F12, e a maceragao prosseguiu por mais 10 min,
ou até a obtencao de um extrato homogéneo. O extrato foi centrifugado a 140009 por
20 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a quantidade de proteina total foi

determinada pelo método BCA (BCA Protein Assay kit, Pierce).

3.5.2. Isolamento de ABOs de extrato de 5xFAD

Para o isolamento de ABOs presentes no extrato de cérebro de camundongos
5xFAD, foi utilizado como base o protocolo de isolamento descrito no tépico 3.5.4. As
beads funcionalizadas com NUsc1l foram bloqueadas com BSA, e depois incubadas
com os extratos de animais 5xFAD ou WT a 1 ou 3 mg/ml de proteina total, sob
agitacdo por 2 h a 4°C. A beads foram lavadas 5 x 1 ml com binding/wash buffer e
transferidas para microtubos low-binding novos. A eluicdo foi realizada como ja
descrito anteriormente para o complexo ABOs sintetico-NUscl. Para a deteccéo dos
ABOs de extrato, foi realizado um SDS-PAGE/western blotting. As amostras foram
diluidas em tampao de amostra, e aplicadas sem fervura em um gel gradiente 4%-
20% (Novex, ThermoFisher) a 150V com corrente variavel por ~2 h. A transferéncia
foi realizada usando membrana de nitrocelulose em um sistema de transferéncia
submerso por 1 h a 100v e a 4°C (em camara fria). A membrana foi incubada em
solucdo de bloqueio (Leite em p6 desnatado 5% em TBS-T), por 1 h, com agitacéo
suave. Posteriormente, a membrana foi incubada com o anticorpo primario anti-ABOs

NU2 (cedido pelo Prof. Dr. William L. Klein, Northwestern University) 1,5 ug/ml diluido



38

em BSA 2%/TBS-T, a 4°C e sob agitagdo suave, overnight. Apds a lavagem da
membrana 3 x 10 min com TBS-T, a membrana foi incubada com o anticorpo
secundario anti-mouse IgG-HRP (Amersham) 1:50000 em BSA 2%/TBS-T, por 1 h a
temperatura ambiente, sob agitacdo suave. Por fim, a membrana foi lavada 5 x 10 min
com TBS-T e revelada utilizando SuperSignal West Femto (Thermo). As imagens

foram capturadas com o fotodocumentador Image Station 2000MM (Kodak).

3.6. Caracterizagao bioquimica dos ABOs isolados por NUsc1

3.6.1. Analise do peso molecular do complexo ABO-NUscl com auxilio de

filtros

O complexo ABOs-NUsc1 eluido (100uL) foi diluido em 100uL de PBS e
submetido a filtracédo assistida por centrifugacao em filtros de 50 ou 100 kDa (Amicon
Ultra-0.5ml, Millipore) a 100009, 4°C por 10 min. Aliquotas de 3 L das fragdes retida
e filtrada foram aplicadas em membranas de nitrocelulose 0,45um (GE), que ficaram
secando por 30 min. As membranas foram entédo bloqueadas e reveladas utilizando
0s anticorpos primarios anti-Ap 6E10 (Biolegend) 1:2000 ou anti-c-myc 9E10 (Sigma)
1:2000, seguindo os mesmos parametros utilizados para as membranas de western

blotting do tépico 3.5.2.

3.6.2. Andlise da espécie de ABOs alvo de NUsc1 utilizando crosslinked
ABOs

A preparacao de ABOs crosslinked (ABO-XL) com DFDNB foi realizada
conforme descrito em Cline et al. 2019. O ensaio de isolamento seguiu 0 mesmo
protocolo descrito no topico 3.5.4 utilizando 0,4 uM da preparagao de ABOs-XL. A
analise do eluato foi realizada por western blotting como descrito no tépico 3.6.2,
utilizando o anticorpo primario anti-ABOs NU2 a 1,5 pg/ml e o anticorpo secundario
anti-mouse 1gG HRP 1:20000 (GE).
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3.6.3. Crosslinking do complexo ABOs-NUsc1 por DSS

Para a reacéo de crosslinking, foram utilizadas as fragdes do complexo ABOs-
NUsc1 eluido que ficaram retidas no filtro de 50 kDa, como descrito no topico 3.7.1. A
fragao retida (~20uL a 50 pg/ml) foi diluida para um volume total de 195 yL com PBS,
e entéo foi adicionado 5 uL do reagente crosslinker suberato de disuccinimidila (DSS)
(Sigma) a 10 mg/ml em DMF (dimetiformamida). A amostra foi imediatamente
incudaba em um termobloco (Thermo mixer, Eppendorf) a 27°C por 2 h. Para
neutralizar o DSS, foi adicionado Tris-HCI 1M pH 8,0 para obter a concentracgéo final
de 50 mM. O complexo ABOs-NUscl estabilizado por crosslinking foi analisado por
western blotting, como descrito no tépico 3.5.2, utilizando uma membrana de PVDF
de 45um (GE), e os anticorpos primario anti-his tag (Sigma) 1:5000 e o secundario
anti-mouse IgG-HRP (Amersham) 1:6000.

3.6.4. Analise do peso molecular do complexo ABOs-NUsc1 por gel filtracdo

O complexo ABOs-NUscl eluido das beads magnéticas foi aplicado (100uL)
em uma coluna de exclusdo molecular (Biosuite, Waters) acoplada a HPLC
(Shimadzu), utilizando um fluxo continuo de 0,75 ml/min de PBS pH 7,2 a temperatura
ambiente. Foram coletadas fragdes de 220uL, que foram mantidas a 4°C. As fracdes
foram usadas em em ELISA realizado em placa de 96 pocos (high binding, COSTAR)
previamente coberta com 80uL de anti-His-tag (Sigma) 1:2000 em PBS, por incubacéo
a 4°C overnight, sem agitacdo. Antes da incubacéo com as fracfes, 0os pocos foram
lavados 3 x 300 uL com PBS e incubados por 1 h com 300uL da solugéo de bloqueio
contendo BSA 2% em PBS. Ap6s a remocdo da solucdo de bloqueio, foram
adicionados 80 pL/pogo de cada fragdo coletada no HPLC, e a placa foi entdo
incubada a 4°C, overnight. No dia seguinte, os pocos foram lavados 3 x 300 uL com
PBS contendo Tween20 0,1% e entdo foram adicionados 70 uL/pogo de anti-c-myc
1:1000 (Sigma) em PBS/BSA 2%. Apos incubacao de 2 h a temperatura ambiente
com agitacao suave, os pogos foram novamente lavados com 3 x 300 uL de PBS
contendo Tween20 0,1%. Foram entdo adicionados 70uL do anticorpo secundario
anti-mouse IgG-HRP (GE) 1:6000 diluido em PBS/BSA 2%, e entdo a placa foi
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incubada por 1 h a temperatura ambiente com agitacdo suave. Os pocos foram
lavados 5 x 300 uL com PBS contendo Tween20 0,1% e entéo foram adicionados 100
pL/poco de TMB (Sigma) para a revelagcédo. A placa foi mantida protegida da luz por
5-10 min, e entdo a reacdo foi interrompida com 50uL de uma solugdo de acido
sulfarico 0,5M. A leitura foi realizada leitor de placas ajustado para absor¢ao a 450nm
(EnSpire, PerkinHelmer). Alternativamente, o complexo APOs-NUscl eluido das
beads magnéticas foi aplicado (55uL) em uma coluna de exclusdo molecular
(Superdex Increase 200 10/300, GE) previamente equilibrada em PBS sob um fluxo
de 1.5 ml/min a 4°C. Foram coletadas fracoes de 200uL até o volume total da coluna
(25ml), sendo que 150uL de cada fracdo foi aplicado diretamente sobre uma
membrana de nitrocelulose de 0,45um com o auxilio de um sistema Minifold dot blot
(GE). A membrana foi revelada utilizando os anticorpos primério anti-ABOs NU2 1.5
Mg/ml e secundario anti-mouse IgG-HRP (GE) 1:20000, seguindo os parametros

utilizados no tépico 3.6.2.
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4. RESULTADOS

4.1. Quantificagao dos ABOs ligados a superficie neuronal reconhecidos

por NUsc1

O fragmento de anticorpo tipo scFv NUscl, selecionado e produzido pelo nosso
grupo, ja foi bem descrito por reconhecer oligbmeros toxicos do peptideo AB42, e por
se ligar a uma subpopulacéo destes oligdmeros (SEBOLLELA et al., 2017; VELASCO
et al., 2012). Em um experimento ainda nao publicado, conduzido pelo Prof. Adriano
Sebollela durante o seu pos-doutorado no Lab. do Prof. William Klein (Northwestern
University, Chicago, EUA), foi avaliada a ligacdo de NUscl (no formato ligado a fago,
chamado pbNUsc1) a ABOs (previamente marcados com uma sonda fluorescente)
ligados a superficie de neurdnios em uma cultura primaria (Fig. 4A). Foi observado
que apenas uma subpopulacdao de ABOs ligados a superficie neuronal co-localizava
com o sinal de pbNUsc1 (Fig. 4B). Para compreender melhor a interacdo oligdmero-
especifica de NUsc1 com ABOs capazes de se ligar a superficie neuronal (e
potencialmente induzir neurotoxicidade), decidimos quantificar a co-localizacao entre
de ABOs e pbNUsc1 nos dados provenientes daquele experimento. Usando 5
diferentes campos derivados de dois experimentos independentes, observou-se que
NUsc1 se liga a aproximadamente 30% dos ABOs ligados a superficie dos neurdnios
(Fig. 4C). Considerando resultados prévios, podemos inferir que mesmo ndo se
ligando a 100% dos ABOs que se ligam a superficie neuronal, NUscl foi capaz de
promover neuroprotecao em culturas neuronais (SEBOLLELA et al., 2017), e de inibir
o déficit cognitivo em camundongos (MC SELLES, ST FERREIRA et al., em
preparagao) em modelos de toxicidade por ABOs. Essa conclusdo parcial confere
forca a nocédo de que NUsc1 se liga a uma subpopulagdo bem definida de ABOs com

atividade neurotdxica.



43

A 2 ) % * T y Veiculo

ABOs

FAM-ABOs

0.8

0.6

0.4

0.2+

Fracao de colocalizagao
pbNUsc1/ABOs

0.0 T

Figura 4. NUsc1 se liga a uma subpopulacao de ABOs na superficie de neurodnios. (A)
Esquema mostrando a detecgao de ABOs fluorescentes (FAM-ABOs) usando NUsc1 ligado a
fago (pbNUscl). (B) Imagem representativa de cultura primaria de neurdnios exposta ao
veiculo (inset) ou a 250 nM de ABOs. A co-localizagdo entre NUsc1 e ABOs foi avaliada
comparando diretamente a marcagdo para FAM-ABOs (verde) com o sinal de pbNUsc1
(vermelho). (C) Quantificagdo da co-localizagéo entre FAM-ABOs e pbNUsc1 em relag&o ao
sinal total (1.0) de FAM-ABOs.

4.2. Avaliacdo do papel das espécies oligoméricas reconhecidas por

NUsc1 na formacgao de fibras amiloides de AB

A formacdo de fibras amiloides pelo peptideo AR pode ser induzida por
condi¢cbes fisicas como incubacdo a temperatura fisiologica por algumas horas
(THHIMAN et al., 2015). Como dados de trabalhos anteriores (VELASCO et al., 2012) e
os dados mostrado na Figura 4B indicam que NUsc1 se liga a uma subpopulagéao de
ABOs, resolvemos avaliar a contribuicdo das espécies de ABO alvos de NUsc1 para
0 processo de agregacao e formacéo de fibras induzido por incubacédo a 37°C. O
monitoramento da formacé&o de fibras foi realizado usando a sonda tiofavina-T (ThT),

que se liga a estruturas ricas em folha-, com consequente aumento na intensidade
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de emisséao de fluorescéncia. As estruturas mais insollveis de AB, como protofibras e
fibras, sdo sabidamente ricas em folha-p (LOMONT et al., 2018), e portanto é
esperado aumento na emissdo de fluorescéncia da ThT na presenca dessas
estruturas. O resultado do monitoramento da agregacao de ABOs (10uM) na presenca
ou auséncia de NUscl (5uM) é mostrado na Figura 5A, e indica que NUscl inibe
completamente a agregacao dos ABOs em fibras. Os pontos finais (20h) da cinética
de agregacédo foram analisados por microscopia eletrénica de transmissao (MET),
como mostrado na Figura 5B, confirmando a formacéo de fibras somente na auséncia
de NUscl. Com esse dado, pode-se inferir que a espécie de ABOs alvo de NUscH1,
além de ser neurotoxica, também desempenham um papel importante como unidade

de agregacao para formacao de fibras amiloides.
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Figura 5: Inibicdo daformacéao de fibras amiloides a partir de ABOs por NUsc1. A solugéo
de ABOs a 10 uM foi incubada a 37°C por 20h na presencga ou auséncia de NUscl a 5uM. (A)
A formacéao de fibras amiloides foi monitorada pelo aumento na intensidade de fluorescéncia
da Tioflavina-T (ThT). Fibras do peptideo AB foram utilizadas como controle positivo. (B) As
amostras finais (20h) de todas as condi¢des foram analisadas por MET (fibras indicadas com
setas vermelhas).
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4.3. Purificacdo do fragmento de anticorpo NUscl

A expressao do fragmento de anticorpo NUscl foi realizada usando a cepa de
bactéria E.coli HB2151 transformada com o vetor pIT2-NUscl, selecionado por phage
display a partir da biblioteca de anticorpos tipo scFv Tomlinson | and J (DE WILDT et
al., 2000; GRIFFITHS et al., 1994) como descrito em Sebollela e colaboradores
(2017). Como todos os clones de scFv nesta biblioteca possuem as tags de poli-
histidina e c-myc, além de um sitio de ligacao para a proteina A, purificamos NUscl
usando coluna de afinidade de proteina A. NUsc1l foi purificado com sucesso (Fig.
6A), e seu peso molecular e alto grau de pureza foram confirmados por eletroforese
(Fig. 6B). Como as tags séo importantes para deteccdo do NUscl em varios ensaios,
a presenca e integridade destas foram confirmadas por western blotting utilizando os
anticorpos primarios anti-his tag e anti-c-myc (Fig. 6C). Sendo assim, NUscl foi
purificado com sucesso e ndo apresentou sinais de degradacdo ao longo dos

processos de producao e purificacao.
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Figura 6. Purificacdo do fragmento de anticorpo NUsc1. (A) O meio de cultura da bactéria
HB2151/NUscl foi purificado por cromatografia de afinidade de proteina A, e a quantificacdo
de proteinas nas fragfes foi realizada pelo método de Bradford. (B) Uma aliquota de NUscl
purificado foi analisada por SDS-PAGE corado com commassie blue. (C) Detec¢do de NUscl
em western blotting utilizando os anticorpos primarios anti-his-tag ou anti-c-myc.

4.4. Otimizagcdo da ligacdo de ABOs a NUsc1 imobilizado em beads

magnéticas

Obtido o anticorpo purificado, partimos para o desenvolvimento de uma
estratégia experimental que permitisse isolar ABOs reconhecidos por NUsc1. Embora,
funcionalizar beads magnéticas com NUsc1 para captura de ABOs ja tenha sido
descrito por Sebollela e colaboradores (2017), naquele momento o ensaio nao foi
otimizado e o complexo ABOs-NUsc1 ndo foi removida da bead, logo, com o objetivo
de obter o complexo ABOs-NUscl eluido da bead, foi necessario otimizar um protocolo
para tal finalidade. Para avaliar a eficiéncia da formagao do complexo ABOs-NUscl,
desenvolvemos um ensaio de “ELISA em beads” (Fig. 7A), no qual beads magnéticas
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funcionalizadas com NUscl (via cauda de histidina) foram bloqueadas com BSA e
incubadas com ABOs, e a presenga do complexo ABOs-NUscl foi mensurada pelo
sinal gerado pela ligacao do anticorpo anti-AB 6E10. Primeiramente, determinamos a
concentracdo 6tima de BSA na solucdo de bloqueio usada na funcionalizacdo das
beads com NUsc1. O resultado (Fig. 7B) mostrou que as solucdes de BSA 0,5% e 1%
conseguem inibir significativamente a ligacdo inespecifica dos ABOs as beads,
guando comparado a solucédo de BSA 0,1%. No entanto, 0 aumento na concentracao
de BSA também levou a remocdo de parte do NUscl ligado as beads magnéticas,
como mostrado no SDS-PAGE (Fig. 7C). Outras opg¢des para o bloqueio das beads
também foram testadas, como solucdes de bloqueio de base proteica (Caseina) e
também nao-proteica (Gelatina e PEG). Como comparagcdo nesse ensaio, testamos
também uma solucao de BSA 0,6% (concentracdo intermediaria as testadas na Fig.
7B). Embora as solucdes de caseina 0,5% e gelatina 0,2% tenham sido capazes de
remover grande parte da ligagcdo inespecifica gerada por ABOs, essas solucbes
também interferiram na formacao do complexo ABOs-NUscl (Fig. 7D). Com isso, a
condicdo com BSA 0,6% se apresentou como a melhor op¢ao para o bloqueio das
beads magnéticas.

Avaliamos também a estabilidade do complexo ABOs-NUscl frente a diferentes
condicbes comumente utilizadas em ensaios bioquimicos. As beads funcionalizadas
com NUsc1, bloqueadas e incubadas com ABOs foram submetidas a sucessivas
lavagens com diferentes tampdes de fosfato de sodio a 50mM suplementados com
NaCl 500mM, Tween20 0,1%, Glicerol 10%, Triton X-100 1% e SDS 0,1% ou 0,04%
(Fig. 7E). Quando comparado com a condi¢cédo padréo, que corresponde a solucéo de
fosfato de sddio 50mM sem suplementagcdo, o complexo ABOs-NUscl se mostrou
estavel na maioria das condi¢fes. Por outro lado, o complexo se mostrou altamente
sensivel a presenca de SDS nas concentracdes usualmente utilizadas no western
blotting. Em conjunto, os resultados apresentados na Figura 7 nos possibilitaram
estabelecer um protocolo para isolamento de ABOs alvo de NUsc1 usando beads

magnéticas com baixa ligagao inespecifica dos ABOs as beads.
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Figura 7. Identificagao de condig6es 6timas para o isolamento de ABOs usando NUsc1
imobilizado em beads magnéticas. (A) Para o ensaio de ELISA em beads, as beads
funcionalizadas com NUsc1 foram bloqueadas e entdo incubadas com ABOs. O complexo
ABOs-NUscl ligado as beads foi detectado utilizando os anticorpos anti-Ap (6E10) e o
secundario anti-mouse-IgG ligado a HRP. (B e C) As beads funcionalizadas com NUsc1 foram
incubadas com diferentes concentracdes de BSA, e entdo 10% do total de beads foi analisado
por ELISA em bead (B), e os 90% restantes por SDS-PAGE corado com coomassie blue (C).
(D) As beads funcionalizadas com NUscl foram incubadas com diferentes solugdes de
bloqueio e entdo a analise do complexo ligado a bead foi feita por ELISA em bead. (E) O
complexo ABOs-NUscl ligado a bead foi submetido a sucessivas lavagens com diferentes
tampdes. A presenca do complexo ABOs-NUscl ligado as beads apds as lavagens foi
avaliada por ELISA em beads.
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4.5. Isolamento de espécies de ABO reconhecidas por NUsc1 em

preparagao sintética de ABOs

O protocolo otimizado de ligagdo de ABOs a NUsc1 imobilizado em beads
magnéticas foi utilizado para isolar ABOs a partir de uma preparacéao sintética. Para
isso, uma preparagao de ABOs foi incubada com beads magnéticas previamente
funcionalizadas com NUscl e bloqueadas com BSA. As beads foram submetidas a
solugéo de eluicdo com imidazol (Fig. 8A). O complexo ABOs-NUsc1 eluido das beads
foi analisado por SDS-PAGE/western blotting utilizando os anticorpos anti-c-myc
(9E10) para deteccao de NUsc1l, e anti-AB (6E10) para detecg¢ao do peptideo AR (Fig.
8B). No western blotting pode-se observar a presenca de NUscl (~28 kDa) e
mondémeros de AR (4,5 kDa) na condigdo em que as beads foram funcionalizadas com
NUscl e incubadas com ABOs. O estado monomérico do peptideo AR se deve a
conhecida sensibilidade dos ABOs ao SDS (presente no tampao de amostra) e
fervura. Desta forma, sabendo que NUscl nao interage preferencialmente com
mondmeros de AR (SEBOLLELA et al., 2017), podemos concluir que NUscl foi capaz
de isolar ABOs a partir de uma preparacao sintética que tipicamente apresenta uma
populacao heterogénea de ABOs (SEBOLLELA et al., 2012). Além disso, o controle
correspondente as beads incubadas apenas com ABOs nao gerou banda de AR,
indicando novamente que em nossa estratégia a maioria dos ABOs que se ligam de

forma inespecifica a beads magnéticas.
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Figura 8. Eluicdo do complexo ABOs-NUscl de beads magnéticas analisado por
Western Blotting. (A) Esquema de isolamento de ABOs utilizando NUsc1. Beads
funcionalizadas com NUsc1 e bloqueadas com BSA foram incubadas com ABOs, o complexo
foi eluido com tampéo fosfato acrescido com 300mM de imidazol e analisado por western
blotting.(B) A membrana de nitrocelulose foi bloqueada com solucdo de Leite/TBST 5% e
incubada com os anticorpos primarios 6E10 (detecgcédo de AB; esquerda) ou com anti-c-myc,
9E10 (deteccao de NUscl; direita).

4.6. Isolamento de espécies de ABOs reconhecidas por NUsc1 em extrato

de cérebro de camundongo transgénico 5xFAD

Com base nos resultados de isolamento de ABOs em preparagoes sintéticas,
decidimos utilizar a mesma estratégia para isolar ABOs alvo de NUsc1 em extrato de

cérebro do camundongo transgénico 5xFAD. Este modelo animal da DA é um duplo
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transgénico APP/PS1 que co-expressa 5 mutagdes ligadas a formas familiares da DA,
levando ao aumento na producéo de AB42 e consequente aceleragdo na formacéo de
ABOs e placas amiloides no cérebro destes animais (OAKLEY et al., 2006). Beads
funcionalizadas com NUscl e bloqueadas foram incubadas com extratos de cérebro
total de animais 5xFAD ou WT, e os eluatos foram analisados por western blotting
utilizando o anticorpo primario anti-ABOs NU2 (LAMBERT et al., 2007; cedido pelo
Prof. Dr. William L. Klein, Northwestern University). O resultado mostrou a deteccéao
de ABOs de alto peso molecular (acima de 250 kDa) somente na amostra
correspondente ao extrato de 5xFAD (Fig. 9), indicando que nossa estratégia de
isolamento baseada em NUscl imobilizado é capaz também de reconhecer e isolar
ABOs relevantes in vivo. A presenca de oligdmeros em vez do monémeros AB no SDS-
PAGE/WB, diferente do obtidos com ABOs sintéticos, provavelmente se deve a nao
fervura das amostras a fervura antes da eletroforese. Importante notar ainda a
auséncia de ligacao inespecifica nos controles, estendendo para amostras derivadas
de tecido a capacidade de prevencéo de ligacdes inespecificas de nosso protocolo. A
amostra de ABOs isolados do extrato de 5xFAD também foi analisada via
espectrometria de massas Top-Down (TDMS), onde foi confirmada a presenca de
AB42 humano (dado preliminar ndo mostrado obtido em colaboracdo com a Dra. Erika

Cline, Northwestern University).
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Figura 9: Isolamento de ABOs de extrato do cérebro de camundongos transgénicos
5XFAD usando NUscl imobilizado em beads magnéticas. Extrato de cérebro de
camundongos selvagem (WT) ou transgénico 5xFAD de 13 meses foram incubados com
beads magnéticas funcionalizadas com NUscl e blogueadas. As beads foram eluidas com
solugdo de imidazol, e os eluatos foram analisados por western blotting revelado utilizando o
anticorpo conformacional anti-ABOs NU2.

4.7. Determinagdo da massa molecular do complexo ABOs-NUscl por

filtragdo em membranas

Aproveitando o sucesso no isolamento de espécies de ABOs sintéticos usando
NUsc1 imobilizado a beads magnéticas, nossa proxima etapa foi determinar a massa
molecular do complexo ABOs-NUsc1. Para isso, o complexo ABOs-NUsc1l eluido das
beads foi submetido a filtracao através de membranas filtrantes com cutoff de 50 kDa

ou 100 kDa, e as fracoes retida e filtrada foram analisadas por dot-blot (Fig. 10).
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Figura 10. Analise do peso molecular do complexo ABOs-NUsc1 por filtracdo através
de membranas. A preparacdo de ABOs sintéticos foi incubada com beads magnéticas
funcionalizadas com NUscl. O complexo ABOs-NUscl ligado foi eluido das beads e
submetido a filtragéo através de membranas com cutoff de 50 ou 100 kDa. As fragBes obtidas
foram analisadas por dot-blot. (A) 3uL de uma aliquota das amostras ndo submetidas a
filtracdo (amostra), e as fracdes retida e filtrada obtidas apo6s a filtragdo em membrana filtrante
com cutoff de 100 kDa, foram aplicadas na membrana de nitrocelulose, que foi revelada com
solugdo de anticorpo anti-Af (6E10) ou anti-c-myc (9E10). (B) 200 pl de uma preparacao de
ABOs (1,3 uM) foi submetida a filtragéo através de membranas com cutoff de 50 ou 100 kDa,
e 3L das fracdes retida e filtrada, assim como a amostra nédo filtrada, foram spotados na
membrana do dot-blot, que foi revelada usando anti-AB (6E10).

Os resultados do dot-blot ap6s passagem do complexo pelo filtro de 100 kDa
indicam aumento na intensidade do sinal nas fragbes retidas, em paralelo a uma
diminuicdo na intensidade correspondente as fracdes filtradas, tanto na revelacao
para AR (6E10) como para NUsc1 (9E10) (Fig. 10A). Este resultado indica que o
complexo formado entre NUsc1 e ABOs possui peso molecular 2100 kDa, o que
corresponde a ABOs ~272 kDa se subtraido o NUsc1 (28 kDa). Além disso, esse dado
também sugere que o complexo ABOs-NUscl se mantém estavel apds o processo de
eluicdo das beads magnéticas. Observamos ainda que os ABOs, quando diretamente
submetidos a filtracdo através de membranas de 50 ou 100 kDa, atravessam com
eficiéncia esses filtros (Fig. 10B), mostrando assim que o efeito de retencao observado
na Figura 10A nao é causado por retengdao de ABROs livres, mas sim do complexo
ABOs-NUscl.
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4.8. Isolamento de ABOs estabilizados por crosslinking usando NUscl

imobilizado

Com o intuito de avaliar o peso molecular da espécie de ABOs alvo de NUsc1
sem possiveis artefatos introduzidos pela influéncia do SDS (no SDS-PAGE) sobre o
estado oligomérico dos ABROs, foi utilizado uma preparacao de ABOs estabilizados por
crosslinking (ABOs-XL) utilizando o reagente DFDNB. ABOs preparados por esse
protocolo foram recentemente descritos como estaveis em SDS, e neurotoxicos
(CLINE et al., 2019). Beads funcionalizadas com NUsc1l e bloqueadas com BSA foram
incubadas com ABOs-XL, e o complexo ABOsXL-NUscl resultante foi eluido e
analisado por western blotting utilizando o anticorpo anti-ABOs NU2 (Fig. 11). Alinhado
ao dado com ABOs nao cross-linked, nesse experimento NUscl também interagiu
preferencialmente com ABOs-XL de alto peso molecular (>100 kDa). Além disso, o
ensaio de isolamento usando ABOs-XL novamente foi capaz de prevenir ligacdes
inespecificas dos ABOs-XL as beads. A corrida da fragao dos ABOsXL incubados com
as beads funcionalizadas com NUsc1 mas que nado se ligaram a NUsc1 (ABOs-XL
sobrenadante), mostrou uma proporgéo baixa de ABOs-XL de alto peso molecular em
comparacao a espécies de baixo PM, corroborando a nocao de que NUscl ndo tem

especificidade por ABOs de baixo peso molecular.
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Figura 11. Isolamento e analise da massa molecular de ABOs estabilizados por
crosslinking usando NUscl imobilizado. Beads funcionalizadas com NUsc1l e bloqueadas
com BSA foram incubadas com 700uL de uma preparacdo de ABOsXL 1,6uM. Apds as
lavagens, o complexo ABOsXL-NUscl foi eluido com solucdo de imidazol e analisado por
western blotting utilizando o anticorpo IgG monoclonal anti-ABOs NU2 (Lambert et al., 2007).
Também foram analisados beads apenas incubadas com ABOs-XL e os ABOs-XL néo ligados
as beads funcionalizadas com NUsc1 resultantes da primeira condigé&o.

4.9. Estabilizagdao do complexo ABOs-NUsc1 por crosslinking

Ainda objetivando determinar o peso molecular do complexo ABOs- NUscl, e
buscando uma forma de estabiliza-lo para analises estruturais mais refinadas no
futuro, avaliamos a eficiéncia de uma reacdo de crosslinking, utilizando o reagente
DSS para estabilizar o complexo ABOs-NUscl eluido das beads magnéticas. O
complexo ABOs-NUscl eluido das beads magnéticas com solucdo de imidazol foi
inicialmente submetido a filtracdo através de membranas filtrantes de cutoff 50 kDa,
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para remogao do NUsc1 livre (n&o ligado a ABOs). A fracao retida nessa filtragao, que
portanto continha majoritariamente o complexo ABOs-NUsc1, foi utilizada na reacao
de crosslinking com DSS. O SDS-PAGE seguido por western blotting revelado com
anticorpo anti-his tag (Fig. 12) indica que o complexo ABOs-NUscl estabilizado por
crosslinking tem massa molecular maior que 150kDa. A auséncia de sinal na lane
correspondente as beads funcionalizadas com NUscl que néo foram incubadas com
ABOs indica que NUsc1 livre foi eficientemente removido pela filtragao através do filtro
de 50 kDa. Ainda mais importante, indica que a presenca de NUscl na amostra do
complexo ABOs-NUsc1 corresponde ao complexo desse scFv com ABOs, que se

manteve estavel apos ser eluicdo e analise por SDS-PAGE/WB.
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Figura12. Analise da estabilidade e do peso molecular do complexo ABOs-NUsc1 eluido
de beads magnéticas e submetido a rea¢éo de crosslinking com DSS. Uma preparacéo
de ABOs sintéticos (~1.6uM) foi incubada com beads magnéticas funcionalizadas com NUscL1.
O complexo ABOs-NUscl foi eluido das beads magnéticas com solucdo de imidazol, filtrado
em membrana filtrante de cutoff 50 kDa, e a fracéo retida foi submetida a reacdo com o agente
cross-linker DSS 7,5uM. A andlise para revelar a presenc¢a do scFv NUsc1 foi feita por western
blotting usando anticorpo anti-his-tag.

Analisamos também o efeito da concentracdo do reagente crosslinker DSS na
estabilizagcdo do complexo ABOs-NUscl. A reacdo de crosslinking foi feita nas

mesmas condi¢gdes do experimento apresentado na Figura 12, mas com diferentes
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concentracdes de DSS. A andlise por western blottling (Fig. 13) mostrou novamente
que o complexo ABOs-NUsc1 estabilizado por crosslinking apresenta peso molecular
maior que 150 kDa, o que nao variou significativamente em funcdo da concentracéao
de DSS. Também foi possivel notar uma diminuicdo na intensidade das bandas
correspondentes as duas maiores concentracdes de DSS, possivelmente devido a
precipitacdo do complexo. Este ensaio mostra que a concentracao intermediaria de
7,5 mM utilizada na Figura 12, parece corresponder a uma boa condi¢cdo de reacao

com DSS para estabilizagdo do complexo ABOs-NUscl.
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Figura 13. Influéncia da concentracdo do agente crosslinker DSS na estabilizacédo e no
peso molecular do complexo ABOs-NUscl. O complexo ABOs-NUscl foi inicialmente
fitrado em membrana filtrates com cutoff 50kDa, e entdo incubado com diferentes
concentracdes de DSS. O produto das reacdes foi analisado por SDS-PAGE/Western-blotting
revelado com anticorpo anti-his tag para deteccdo de NUsc1.

4.10. Determinagcdo do peso molecular do complexo ABOs-NUscl por

cromatografia de gel filtracao

Para analisar de forma mais acurada o peso molecular do complexo formado
entre NUsc1 e a espécie de ABO alvo desse scFv, o complexo eluido das beads foi
submetido a cromatografia de exclusdo molecular, e as fragcdes coletadas foram

analisadas por ELISA para deteccdo de NUscl. Uma estratégia similar foi usada
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anteriormente por nosso grupo para determinar a massa molecular de espécies de
ABOs alvos da IgG conformacional NU4 (SEBOLLELA et al.,, 2014). Na analise
apresentada na Figura 14A, pode-se observar, além de um pico correspondente ao
NUsc1 livre, um pico majoritario de peso molecular 2180 kDa, possivelmente
correspondente ao complexo ABO-NUscl. Esse achado esta alinhado com nossos
resultados anteriores, que também indicaram peso molecular do complexo nessa
faixa, embora o pico correspondente a NUscl tenha apresentado um peso molecular
andmalo de ~4 kDa (determinado comparando com uma corrida somente com
NUscl), além de um segundo pico de ~23 kDa que pode ser correspondente ao
dimero de NUscl, mas que também apresentou um peso molecular distante do
esperado.

O complexo ABOs-NUscl foi também analisado por cromatografia de exclusédo
molecular na qual as fracdes coletadas foram analisadas por dot-blot revelado usando
o anticorpo oligbmero especifico NU2 (Fig. 14B). A despeito de uma maior dispersao
na faixa de massa molecular nesse ensaio, novamente o complexo ABOs-NUscl
detectado apresentou massa molecular majoritariamente maior que 100 kDa,
reforcando ainda mais a no¢ao de que NUsc1 reconhece preferencialmente ABOs de

alto peso molecular.
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Figura 14. Fracionamento e determinagao da massa molecular do complexo ABOs-
NUscl por cromatografia de exclusdo molecular. O complexo ABOs-NUsc1 foi aplicado e
analisado por duas diferentes colunas de exclusédo molecular. O complexo foi eluido das beads
magnéticas utilizando imidazol, e fracionado em (A) uma coluna de alta presséo acoplada a
um HPLC, seguido por ELISA para deteccdo de NUscl ou (B) em uma coluna de baixa
pressdo acoplada a um FPLC, seguido por dot-blot para detecgdo de ABOs utilizando o
anticorpo oligdmero especifico NU2.
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5. DISCUSSAO

O fragmento de anticorpo de cadeia Unica NUscl tem sido detalhadamente
estudado pelo nosso grupo. Caracterizamos NUscl como um scFv especifico para
agregados oligoméricos soluveis do peptideo AB, com agao neuroprotetora em cultura
priméria de neurbnios (SEBOLLELA et al., 2017), e capaz de prevenir o déficit
cognitivo induzido por ABOs in vivo (MC SELLES, ST FEFFEIRA et al., em
preparacdo). Além disto, testamos a capacidade de NUscl para bloquear a
citotoxicidade induzida por ABOs em linhagem de neuroblastoma (SH-5YSY)
diferenciada em neurdnios, e NUscl foi capaz de prevenir completamente a morte
celular induzida por ABOs (resultado ndo publicado obtido em colaboracdo com a
Doutoranda do nosso Laboratério MSc. Nathalia Pinheiro). Em termos moleculares,
foi demonstrado no fracionamento de uma preparacdo de ABOs sintéticos por
cromatografia de gel filtrag&o, seguido de ELISA utilizando NUsc1 como anticorpo de
deteccdo, a maior reatividade foi observada na fracdo de ABOs maiores que 50 kDa.
Desta forma, assumindo que NUsc1 reconhece ABOs tdxicos, e que se liga ndo em
todos, mas em uma subpopulagdo dos ABOs, o objetivo principal deste trabalho foi
detalhar a capacidade de NUscl de se ligar a uma subpopulagdo dos ABROs, e de

definir a massa molecular dessa populacéo alvo de NUscl.

Inicialmente, recuperamos o experimento de ligacdo de ABOs fluorescentes a
superficie de neurénios primarios (Fig. 4A e 4B), que foi realizado pelo Prof. Adriano
Sebollela durante seu po6s-doutorado no laboratério do Prof. Dr. William L. Klein
(Northwestern University, IL, USA), e que ainda ndo publicado. Foi observado que
NUsc1 (na forma ligada ao fago), foi capaz de se ligar em aproximadamente 30% do
sinal total de ABOs ligados a superficie neuronal (Fig. 4C), indicando a capacidade de
discriminacdo de oligbmeros por NUscl em modelo celular. Este dado também
corrobora os achados de Velasco e cols. (2012), no qual demonstrou-se que a
deplecéo seletiva de ABOs por NUscl em uma preparagao de AROs sintéticos inibiu

apenas parcialmente a ligacdo de ABOs em neurdnios primarios.

Embora ja tenham se passado mais de uma década apods a descricao de AROs
como importantes agentes toxicos na DA, a identidade precisa dos ABOs toxicos ainda
permanece desconhecida. Desta forma, utilizar uma biomolécula capaz de reconhecer
especificamente uma subpopulacdo tdxica pode acrescentar muito na acurada

caracterizacdo destes ABOs. Neste trabalho, buscamos desenvolver um método
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eficiente de isolamento de uma populagédo homogénea de ABOs que sdo reconhecidas
pelo scFv conformacional NUscl. Entendemos que tal método constitui passo inicial
e crucial para andlises estruturais futuras mais refinadas destas espécies. Além disso,
no cendrio atual, em que anticorpos utilizados para imunoterapia tem falhado nos
testes clinicos (MULLARD, 2019), um fragmento de anticorpo altamente especifico

para ABOs toxicos pode ter grande relevancia.

Nesse trabalho, avaliamos também o papel da subpopulacdo dos ABOs alvos
de NUscl no processo de agregacao que leva a formacao de fibras amiloides. Ja esta
bem descrito na literatura que o peptideo AB, principalmente a forma ABaz, que possui
cinética mais rapida de agregacédo, onde inicia um processo de auto agregacao que
leva a formacao de agregados oligomeéricos e fibras amiloides, as quais séo estruturas
ricas em folhas B (LU et al., 2013; SERPELL, 2000). A cinética de agregacdo de
ABOs em fibras amiloides, monitorada por emissdo de fluorescéncia de sonda
Thioflavina-T, que em condi¢des padrdes permitiu a deteccao da formacéao de fibras
amiloides, foi significativamente afetada na presenca de NUscl, o qual inibiu
completamente a conversao de espécies oligoméricas em fibras como observado pela
MET (Fig. 5). Diferentemente do protocolo tipico descrito na literatura, em que o
peptideo AR é utilizado como estado inicial para agregacéao, neste ensaio ABOs foram
induzidos a agregacao. Em contrapartida, utilizamos uma proporg¢ao de ABOs/NUsc1
de 2:1 (10 puM : 5 pM), enquanto que em outros trabalhos também usando scFv
seletivo para ABOs (MOG6) essa proporcao foi 1:1 (10 uM : 10 uM) (ZHANG et al.,
2015). Também foi possivel observar que na condigdao onde ABOs foram incubados
com NUscl (Fig. 5B), as estruturas esféricas observadas correspondem a ABOs,
baseado caracterizagdo de ABOs via MET na literatura (BODE et al.,, 2019).
Possivelmente o NUsc1 é capaz de estabilizar os ABOs que estao na via de formagao
de fibras, o que pode ser interessante ja que um dos grandes desafios de se trabalhar
com ABOs € garantir que estes se mantenham estaveis para serem caracterizados

estruturalmente.

Esse trabalho teve também com objetivo implementar em nosso Laboratdrio,
de forma rotineira, e com alto rendimento e padréo de qualidade, a producédo do
fragmento de anticorpo NUscl purificado a partir de bactérias. A pureza e a
integridade de NUsc1 purificado foram avaliadas por SDS-PAGE e pela presenca das

tags HIS e c-myc por western blot (Fig. 6). Obter uma preparagao de anticorpo NUscl
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com alta qualidade foi um passo chave para iniciarmos o desafio de isolar ABOS, pois
contaminantes poderiam deixar as amostras ainda mais complexas, assim como as
tags eram necessarias para a funcionalizacédo das beads, e para a deteccdo em todos
os ensaios. O rendimento final de nosso processo de purificacdo de NUscl foi de
aproximadamente 6 mg por litro de meio de cultura. Apesar de satisfatorio para o
seguimento desse projeto, esse valor pode ser considerado baixo quando comparado
com purificacdes de proteina a partir de meio de cultura (INTACHAI et al., 2015).
Acreditamos que esse rendimento seja consequéncia do uso do vetor pIT2 e da cepa
de E.coli HB2151, que n&o séo sistemas otimizados para expressao em larga escala
(SU et al., 2011; XIA et al., 2013). Valores de rendimento abaixo da média na
expressao de fragmentos de anticorpo tipo scFv tem sido descritos, e relacionados a
instabilidade conformacional destas moléculas quando comparado as IgG
(CATTANEO E BIOCCA, 1999; WORN E PLUCKTHUN, 2001). Outra possivel
explicacdo € a formacao de dimeros no periplasma bacteriano, que pode influenciar
na liberacdo do scFv para o meio de cultura, resultando assim na diminuicdo do
rendimento final (ARNDT et al., 1998). Embora tenhamos detectado NUscl em grande
quantidade no pellet bacteriano, optamos por purificar NUscl a partir do meio de

cultura por facilitar e melhorar o grau pureza final.

Para o ensaio de isolamento de espécies de ABOs reconhecidas por NUsc1
usando beads magnéticas, primeiramente avaliou-se a concentracdo ideal de BSA
para o bloqueio das beads funcionalizadas com NUscl. Como mostrado no ensaio de
“ELISA em beads” (Fig. 7B), as concentracdes de BSA 1% e 0,5% foram capazes de
inibir a ligacao inespecifica de ABOs as beads funcionalizadas, porém com
consequente remocado de NUscl das beads (Fig. 7C). Este evento pode estar
relacionado a estabilidade de algumas moléculas do fragmento de anticorpo,
principalmente com relacdo a interacdo entre os dominios Vu-VL. A interacdo entre
estes dominios esta relacionada a alteragbes conformacionais do monémero e
também com a formacgéo de dimeros (ARNDT et al., 1998). Estes efeitos, podem levar
a desestabilizacdo do NUscl que se liga de forma pouco especifica as beads e entédo
€ removido pela BSA, ou, a interacdo entre Vu-VL é desestabilizada pela BSA, ja que
esta interface € mantida em grande parte por ligacbes hidrofobicas e a BSA
sabidamente possui sitio de ligagcdo hidrofébico (ARNDT et al.,, 1998). Como

alternativa, outras solugdes de bloqueios foram testadas (Fig. 7D), mas novamente a
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solucdo de BSA se mostrou a melhor alternativa, quando usada na concentragéo de
0,6%, intermediaria aquelas testadas na Figura 7C. Quando comparado com as outras
solucdes de bloqueio, BSA 0,6% apresentou a melhor relacdo entre a prevencéo de
ligacdes inespecificas ABOs as beads, e o rendimento do complexo ABOs-NUscl
ligado. A deciséo pelo uso de concentracdes baixas de BSA também esté relacionado
a quantidade de BSA contaminante nas amostras poés eluicéo, ja que a BSA pode ser
um empecilno para determinacdes estruturais futuras em algumas técnicas. O
polimero PEG 6000 a 0,05%, que tem sido usado para bloqueio em analise de
interacdes de acidos nucleicos (KNOWLES et al., 2011), foi ineficiente no nosso
ensaio, resultando assim em um alto sinal de ligagao inespecifica de ABOs. Os
bloqueios com caseina 0,5% e gelatina 0,2% foram eficientes no blogqueio da ligacéo
inespecifica dos ABOs, mas também reduziram grande parte a formacao do complexo
ABOs-NUscl. Desta forma, definimos a que BSA entre 0,6% - 0,75% € a solucéo ideal

para os ensaios de isolamento do complexo ABOs-NUsc1.

O complexo ABOs-NUscl ligado as beads também foi testado quanto a sua
estabilidade em diferentes tampdes. Neste ensaio, o complexo ABOs-NUscl se
manteve estavel na maior parte das condi¢cdes, com excecao das condicbes com SDS
(Fig. 7E). Esta labilidade ao SDS ja era esperada, pois ja foi amplamente descrito que
agregados do peptideo AR sdo sensiveis ao SDS (eg. GONG et al., 2003).
Acreditamos portanto que na presenca de SDS o complexo é desfeito como
consequéncia da dissociacado da estrutura dos ABOs ligados a NUsc1. Esses dados
de estabilidade foram utilizados como base para entender a quais condi¢cdes o
complexo ABOs-NUscl poderia ser submetido, e quais ensaios poderiam ser
realizados para caracterizacao posterior do complexo.

A partir dos parametros definidos na otimizacdo das condi¢des de formacéo de
complexo entre NUsc1 imobilizado e ABOs, um protocolo para o isolamento do
complexo apos liberacéo das beads em condigbes ndo desnaturantes foi estabelecido.
Como mostrado na Figura 8B, nosso protocolo foi eficiente para isolar ABOs alvos de
NUsc1 a partir de uma preparacgao de ABOs sintéticos do peptideo AB42. O resultado
mostra a presenga de AB no eluato correspondente as beads que foram
funcionalizadas com NUsc1, assim como a auséncia de AB no eluato das beads néo
funcionalizadas com NUsc1 que também foram incubadas com ABOs. Esse resultado
permite concluir que NUsc1 imobilizado captura ABOs especificos, ja& que se pode
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detectar ABOs n&o ligados na solugéo apods incubada com beads funcionalizadas com
NUsc1 (dados ndo mostrados). Porém com estes dados ainda nao é possivel concluir
se o complexo eluido com imidazol permanece estavel, mesmo ja tendo sido descrito
um efeito positivo do imidazol sobre a estabilidade e a solubilidade de fragmentos de
anticorpo tipo scFv (HAMILTON et al., 2003). Outra questao deixada em aberto por
esse resultado é se a espécie de ABOs isolada pela agdo de NUsc1 retém sua

estrutura oligomérica original apos o processo de elui¢ao.

O mesmo protocolo de isolamento foi utilizado na tentativa de capturar ABOs
alvo de NUsc1 de tecido, nesse caso, do camundongo transgénico 5XxFAD, um modelo
animal de DA amplamente usado (EIMER E VASSAR, 2013; OAKLEY et al., 2006).
Como mostrado na Figura 9, com esta metodologia foi possivel isolar ABOs alvos de
NUscl de alto peso molecular a partir de extrato do cérebro apenas de animais
5XFAD, sem deteccdo de ligacao inespecifica significativa. Este dado corrobora os
dados publicados em Sebollela e cols. (2017) acerca da capacidade de NUsc1l de
reconhecer ABOs em modelo de camundongo transgénico APP/PS1, também modelo
da DA (RADDE et al., 2006), e em cérebros post-mortem de pacientes com DA. A
deteccao de ABOs de alto peso molecular nos extratos de camundongo 5xFAD pode
estar relacionado a captura de ABOs associados fortemente com outras proteinas
celulares/teciduais (WILCOX et al., 2015). Outra possibilidade é que seja um artefato
da analise por SDS-PAGE, j4 que as amostra utilizadas neste ensaio ndo foram
fervidas, e desta forma, podem apresentar um padrdo de corrida diferente daquela
observada com ABOs sintéticos. Contudo, isolar ABOs presentes em extrato de
cérebros de animais com alta produgdo de AR, acumulam placas/oligbmeros, e
apresenta, déficit cognito similar ao de pacientes com DA (OAKLEY et al., 2006),
representa uma nova avenida para caracterizacdo conformacional, e de modificacbes
pos traducionais de ABOs e dos monémeros de AP desses oligdmeros, que tem
relacdo com a cinética de agregacao e a toxicidade, e portanto com a génese da DA
esporadica (BARYKIN et al., 2017).

Comprovada a capacidade de isolarmos o complexo ABOs-NUscl por eluicdo
das beads, passamos para a meta de determinacao da massa molecular do complexo.
Para isso, o eluato das beads contendo o complexo foi submetido a filtracdo através
de membranas filtrantes de 50 ou 100 kDa. Como mostrado na Figura 10A, as

amostras passadas pelo filtro de 100 kDa, e reveladas para presenga de AR,
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apresentaram um aumento no sinal da fragéo retida, e nenhum sinal na fracao filtrada,
utilizando como referéncia a amostra ndo passada através das membranas filtrantes.
A partir disto, pudemos concluir que o complexo ABOs-NUscl possui peso molecular
2100 kDa, ou ainda que a espécie de ABO alvo de NUsc1 possui massa =72 kDa
(subtraindo os 28 kDa correspondentes ao NUscl). Além disto, na membrana
revelada para presenca de NUscl, houve um pequeno aumento do sinal na fracéao
retida, e reducdo desse sinal na fracao filtrada, quando comparadas a amostra inicial,
causado provavelmente pela ligagdo de NUsc1 aos ABOs, o que indica que o
complexo ABOs-NUscl se mantem formado mesmo ap6s a eluicdo utilizando
imidazol. Os dados obtidos pela filtracdo de uma amostra controle contendo apenas
preparacao de AROs pelos filtros (Fig. 10B) revelou que o efeito de concentracéo do
sinal para AR nao ocorre com os ABROs livres, destacando novamente que a
preparacao de ABOs utilizada é descrita como sendo heterogénea com ABOs com
baixo (ex. dimeros, trimeros,...) até alto peso molecular (ex. dodecameros, protofibras)
(CHROMY et al., 2003). Sebollela e cols. (2017), também utilizando membranas
filtrantes de 50 kDa para separar uma preparacao de ABOs, indicou especificidade de
ligacdo de NUsc1 contra as fragdes retidas, logo, ABOs = 50 kDa. Desta forma, pode-
se inferir que além de confirmarmos os achados anteriores, com este ensaio nos
obtivemos informacdes adicionais sobre a massa molecular da espécie de ABO alvo
de NUscl.

Cline e cols. (2019) desenvolveram recentemente um método para estabilizar
ABOs sintéticos por reacao de crosslinking utilizando o reagente DFDNB, no qual as
espécies oligoméricas estabilizadas resistentes a SDS conservaram seu potencial
citotéxico. Utilizamos entdo nosso método de isolamento com NUscl imobilizado para
verificar a capacidade de NUsc1 em reconhecer ABOs desta preparagao estabilizada
por crosslinking (ABOs-XL). O dado apresentado na Figura 11 indica que os ABOs-XL
isolados por NUscl possuem peso molecular majoritariamente maior que 100 kDa,
reforcando nossos achados de que NUscl possui especificidade para agregados
sollveis de alto peso molecular, além de mostrar de forma clara que NUscl nao
reconhece ABOs de baixo peso molecular, como dimeros, trimeros e tetrameros, ja
que os ABOs-XL presentes na fracdo que ndo se ligou a NUscl séo de baixo peso
molecular. Este dado contribui significativamente com a determinacéo da seletividade

por massa molecular dos oligbmeros reconhecidos por NUscl. Além disso, esse
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achado também contribui para a validagdo dos ABOs-XL como uma preparacao na
qual as espécies estabilizadas por crosslinking preservam epitopos conformacionais
encontrados nos ABOs toxicos (CLINE et al., 2019).

Com o intuito de analisar com mais acuracia a massa molecular do complexo
ABOs-NUscl eluido, desenvolvemos um protocolo para estabilizar o complexo por
crosslinking. Diferentemente dos ABOs-XL, neste ensaio ndo somente os ABOs, mas
o complexo ABOs-NUscl foi estabilizando por crosslinking utilizando o reagente DSS.
A escolha desta abordagem foi baseada no uso do complexo ABOs-NUscl
estabilizado por crosslinking (ABOs-NUsc1 XL) em futuras analises por espectrometria
de massas, quando pretendemos mapear a interface de ligagao entre ABOs e NUscl
(O’Reilly e Rappsilber, 2018). Nessa analise ainda em planejamento, o uso do DSS
deverd facilitar a identificacdo de peptideos cross-linked por espectrometria de
massas, ja que é um reagente usualmente utilizado para este fim, sendo especifico
para formacdo de ligacdes entre aminas primarias dos residuos de lisina
(majoritariamente) e arginina (DETTMER et al., 2013; OPAZO E INESTROSA, 1998).
Nesse trabalho, encontramos que o complexo ABOs-NUscl XL apresentou massa
molecular > 150 kDa, corroborando os dados anteriores sobre a especificidade de
NUsc1 para ABOs de alto peso molecular (Fig. 12). A concentracdo do reagente
crosslinker DSS usada na reacdo € uma etapa chave, pois em altas concentracfes
esse agente pode levar a precipitacdo das proteinas, enquanto que em baixas
concentracbes pode ndo ser eficiente para formar as ligagbes covalentes
estabilizantes (LIU et al., 2011). Em nosso sistema, variando a concentracao de DSS,
observamos a estabilizagdo do complexo ABOs-NUscl XL, mas uma reducdo da
eficiéncia associado ao aumento da concentracdo do DSS (Fig. 13). Este fato pode
estar relacionado a precipitacdo do complexo durante as 2 h de reacdo, quando
observamos um aspecto levemente translicido nas amostras com maior concentracao
de DSS. Uma possivel explicacdo para este fendbmeno € que uma alta concentracao
de DSS pode ter levado a desestabilizacdo da camada de solvatacéo pela ligacéo do
DSS nos residuos Lys e Arg na superficie do complexo, ou a altera¢des no esqueleto
da proteina levando a desestabilizagdo da estrutura terciaria, levando assim a
insolubilidade do complexo (LIU et al., 2011). A estabilizacao por ligacao covalente do
complexo ABOs-NUscl constitui um importante avanco rumo a futuras analises

estruturais baseadas no mapeamento das superficies de contato entre ABOs e NUscH1,



67

em grande parte por iniciar o entendimento sobre os epitopos conformacionais que
ainda sdo muito pouco conhecidos para os ABROs, e que podem contribuir para
geracdo de novos anticorpos conformacionais mais especificos para estudo e terapia
na DA.

Por fim, buscamos determinar o peso molecular do complexo ABOs-NUscl com
uma metodologia livre de SDS, e sem interferéncia de outros potenciais artefatos,
como eficiéncia de transferéncia em analises por WB. O complexo ABOs-NUsc1 eluido
foi submetido a cromatografia de gel filtracdo, e as fracbes foram analisadas para
deteccdo de NUsc1 (Fig. 14A) e ABOs (Fig. 14B). O deslocamento do sinal majoritario
correspondente a NUsc1 indicou um peso molecular = 180 kDa para o complexo,
enquanto que na detecgao de ABOs, o sinal majoritario se concentrou nas fragbes
correspondentes ao peso molecular =2 146 kDa. Na corrida apresentada na Figura 14A,
0 peso molecular aparente obtido para NUscl foi de ~4 kDa, portanto muito distante
do esperando (28 kDa). Logo, € necessario refazer este experimento para validar o
peso molecular do complexo ABOs-NUsc1. Além disso, como em ambos os resultados
o0 pico referente ao complexo alcangou o volume de eluigdo correspondente ao volume
excluido da coluna (void), € dificil conseguir com esse ensaio estimar um peso
molecular aparente para o complexo ABOs-NUscl com seguranca. Contudo,
podemos utilizar o limite inferior da estimativa para sugerir que o complexo ABOs-
NUsc1 possui peso molecular =2 146 kDa, o que corresponde a espécie de ABO =118
kDa (subtraindo 28 kDa correspondente ao NUscl). Essa estimativa esta de acordo
com nossos dados obtidos por outras abordagens aqui apresentados, além de sugerir
que as espécies de ABOs isoladas pela agcdo de NUsc1 retém sua estrutura
oligomérica original apdés o processo de eluicdo. A maior dispersdo do sinal
encontrado na Figura 14B em comparacdo com a Figura 14A pode estar relacionado
a diferenca no range de peso molecular das colunas utilizadas. Vale ressaltar, no
entanto, que até o presente, ndo realizamos nenhum ensaio com NUscl capaz de
estabelecer a estequiometria de ligagao entre NUsc1 e ABOs, sendo possivel existir

a ligagao de mais de uma molécula de NUsc1 para cada molécula de ABO alvo.

Em resumo, os dados aqui apresentados destacam o uso do fragmento de
anticorpo de cadeia unica NUsc1 com ferramenta de captura de ABOs todxicos,
principalmente quando utilizado em uma abordagem de isolamento utilizando beads

magnéticas. A partir desta metodologia de isolamento, foi possivel obter dados que



68

corroboram, e estendem, os achados prévios de nosso grupo (SEBOLLELA et al.,
2017), que indicaram a preferéncia de ligagdo de NUsc1 por ABOs de alto peso
molecular. Esses achados tem impacto para a literatura, que tem descrito cada vez
mais a toxicidade dos ABOs de alto peso molecular, e sua relagcdo com a DA, sendo
descritos achados de ABROs relacionados com a DA de ~80 kDa e > 100 kDa
(NOGUCHI et al., 2009; SEBOLLELA et al., 2014; TOMIC et al., 2009), além do
recente trabalho de Yasumoto e colaboradores (2019) relacionando ABOs de alto peso

molecular induzindo danos na membrana plasmatica.
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6. CONCLUSAO

Nosso ensaio de isolamento usando NUscl imobilizado em beads magnéticas
se mostrou eficiente na captura de ABOs alvo de NUsc1 provenientes de diferentes
fontes, e se apresenta como um importante avanco na obtencdo de ABOs tdxicos
isolados para futuras analises estruturais refinadas. Além disso, foi possivel confirmar
a preferéncia de ligagao do fragmento de anticorpo de cadeia unica NUsc1 por ABOs
téxicos de alto peso molecular. A estabilizacdo do complexo AROs-NUscl por
crosslinking permitird uma analise mais refinada sobre a superficie de contato entre
ABOs e NUsc1, gerando assim novas informag¢des sobre epitopos conformacionais
nos ABOs, o que pode gerar avangos consideraveis para elaboracdo de novos

anticorpos conformacionais com maior seletividade.
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