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RESUMO

Fatores Neurotroficos (FNs) sao proteinas cruciais para o desenvolvimento e a
manutencado de neurdnios e de outras células. O CDNF € um FN nao convencional,
conhecido por seu papel na mitigagdo do estresse do reticulo endoplasmatico (RE),
particularmente em neurdnios dopaminérgicos que sao danificados na doencga de
Parkinson (DP). O CDNF inteiro (CDNF-FL) é composto por 161 aminoacidos,
organizados em 7 alfa-hélices e 4 pontes dissulfeto e apresenta dois dominios
conectados por uma regido flexivel (linker). O dominio N-terminal (CDNF-N) inclui os
primeiros 100 aminoacidos, com 5 alfa-hélices e 3 pontes dissulfeto. O dominio C-
terminal (CDNF-C) contém os 57 aminoacidos restantes, com 2 alfa-hélices, uma
hélice 3'° e uma Unica ponte dissulfeto. Ultimamente, nossos esforgos demonstraram
que CDNF-C é o dominio citoprotetor de CDNF. Eesmaa e colaboradores, usando a
proteina inteira, demonstrou que a troca da cisteina, residuo 135, por uma serina (FL-
C135S), desfazendo a ponte dissulfeto, diminui significativamente seu potencial
citoprotetor. Assim, esse trabalho teve por objetivo expressar, purificar e caracterizar
estruturalmente (através de técnicas de fluorescéncia, dicroismo circular e RMN) e
funcionalmente (por meio de culturas de células modelo da DP) o papel da ponte
dissulfeto do dominio CDNF-C isolado, utilizando o mutante CDNF-C /C1358S.

Palavras-chave: Fatores neurotroficos, estrutura, ponte dissulfeto,

citoprotecao, estresse de reticulo endoplasmatico.

' Graduando(a) do curso de Biomedicina na Universidade do Grande Rio — UNIGRANRIO.
2 Mestre em Quimica Biolégica — UFRJ.
3 Doutora em Bioquimica - UFRJ.



ABSTRACT

Neurotrophic Factors (NFs) are essential proteins for the development and
maintenance of neurons and other cells. CDNF is an unconventional NF, known for its
role in mitigating the endoplasmic reticulum (ER) stress, particularly in dopaminergic
neurons that are damaged in Parkinson’s’ Disease (PD). Full-length CDNF (CDNF-FL)
consists of 161 amino acids, organized into 7 alpha-helix and 4 disulfide bonds and it
presents two domains connected by a flexible region (linker). The N-terminal domain
(CDNF-N) includes the first 100 amino acids, with 5 alpha-helix and 3 disulfide bonds.
The C-terminal domain (CDNF-C) contains the last 57 amino acids with 2 alpha-
helixes, a 3'° helix and a single disulfide bond. Lately our efforts showed that the
CDNF-C domain is the cytoprotective domain of CDNF. Another group, using the full-
length protein, demonstrated that replacing the cysteine at residue 135 with serine (FL-
C135S) severing the disulfide bond reduces significantly its cytoprotective potential.
Therefore, this work aims to express, purify and characterize structurally (using
fluorescence techniques, circular dichroism and NMR) and functionally (through PD
model cell cultures) the role of the disulfide bond of the isolated CDNF-C domain, using
the CDNF-C/C135S mutant.

Keywords: Neurotrophic factors, structure, disulfide bond, cytoprotective,

endoplasmic reticulum stress.



1. INTRODUGAO

A Doenga de Parkinson (DP) € uma desordem caracterizada principalmente por
seus sintomas motores como o tremor em repouso, rigidez muscular e lentiddo nos
movimentos (bradicinesia) que pode ter seu inicio, precocemente, a partir dos 30 anos
de idade, até idades mais avangadas. No entanto, antes da presenga dos sintomas
motores, 0s pacientes podem apresentar, na maioria dos casos, disturbios nao
motores como disfuncéo olfatoria, constipacédo, problemas no sono e depressio ou
ansiedade (Obeso et al, 2017). O aumento da expectativa de vida e aumento do
envelhecimento populacional estdo fazendo com que ocorra um aumento na
ocorréncia de doencgas relacionadas a idade, incluindo a DP, que afeta 1% da
populagcdo mundial acima de 60 anos (Lindholm; Saarma, 2021).

A principal causa apontada para o desenvolvimento da DP é a perda de
neurdnios dopaminérgicos localizados na substancia nigra, que ocorre devido a
presenca de Corpos de Lewy, agregados proteicos formados majoritariamente pela
proteina alfa-sinucleina, em regides especificas do sistema nervoso central (Halliday
et al, 2011). O acumulo destes agregados no interior dos neurbénios gera efeitos
adversos, sendo um deles o estresse do reticulo endoplasmatico (RE) (Ghemrawi,
Khair, 2020).

O RE é uma organela importante para a homeostase celular e é a responsavel
pela sintese, enovelamento, modificagao e transporte de proteinas de membrana e
proteinas secretoras (Oakes; Papa, 2015). O estresse do RE, desencadeado pelo
acumulo de proteinas mal enoveladas, ativa inicialmente a Resposta a Proteinas Mal
Enoveladas (UPR, do inglés Unfolded Protein Response), que é um conjunto de
mecanismos de defesa que agem inicialmente como uma resposta adaptativa para
restaurar o equilibrio do RE, porém quando a perturbacio nio é resolvida a UPR pode
levar a morte celular por apoptose (Liu et al., 2017).

Atualmente as terapias aplicadas para a DP sao baseadas na reposicao de
dopamina utilizando levodopa (I-3,4- dihidroxifenilalanina) ou agonistas da dopamina
(Lindholm; Saarma, 2010). O tratamento oral com levodopa é o tratamento mais eficaz
contra os sintomas motores da DP, porém ele apresenta limitagdes, como seu baixo
tempo de vida, fazendo com que o paciente necessite de no minimo trés doses ao dia,
e a variagao na biodisponibilidade do medicamento. Além disso, ao longo do tempo,

o tratamento a longo prazo com e a perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos
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podem levar a complicagdes como a flutuagao entre sintomas motores e ndo motores
em resposta a cada dose do medicamento, o que torna necessaria a administragao
de maiores doses de levodopa ou a ingestdo do medicamento em menores intervalos
de acordo com a progressao da doenga. (Teymourian et al., 2022).

Neste momento, nenhuma das estratégias terapéuticas existentes para a DP
podem inibir ou diminuir a degeneragao de neurdnios dopaminérgicos ou até mesmo
induzir a recuperacao destes neurdnios. Nesse caso, encontrar novas terapias que
atenuem o estresse do RE evitando a morte dos neurbénios se torna importante.
(Lindholm; Saarma, 2010).

1.1.Fatores Neurotréficos

Uma das alternativas terapéuticas estudadas na atualidade para sobrevivéncia
dos neurbnios dopaminérgicos € o uso de Fatores Neurotréficos (FNs), que sdo um
grupo de proteinas secretoras que promovem a sobrevivéncia, o crescimento e a
diferenciacao de neurbnios durante o desenvolvimento. Além disso, eles também
possuem agao neuroprotetora, recuperando neurbnios maduros lesionados
promovendo reparo dos neurdnios e regeneracado axonal (Zhang et al., 2018).

Os FNs afetam subpopulagdes neuronais especificas que sdo geneticamente
competentes para responder aos estimulos, como por exemplo expressando
receptores cognatos em suas superficies, que, ao se ligarem aos FNs, desencadeiam
cascatas de sinalizagdo para a transcricdo de proteinas neuroprotetoras (Lindholm;
Saarma, 2010).

Existem trés familias tradicionais de FNs: a familia das Neurotrofinas,
descoberta inicialmente por Levi-Montalcini em 1949, que é composta por NGF,
BNDF, neurotrofina-3 (NT-3) e NT-4; a familia dos Ligantes das Células da Glia,
identificada em 1993 que contém o fator neurotrofico derivado das células da glia
(GNDF), a neurturina (NRTN), a artemina (ARTN) e a persefina (PSPN) e a familia
das citocinas, caracterizadas inicialmente como componentes da resposta imune em
1970 (Bauer; Kerr; Patterson, 2007), também conhecida por familia da interleucina-6
(IL-6) possui a IL-6, o fator neurotréfico ciliar (CNTF) e a cardiotrofina-1 (CT-1). Existe
também uma quarta familia, recentemente descrita, composta por dois fatores
neurotroficos: o fator neurotréfico dopamina cerebral (CDNF) e o fator neurotrofico
derivado de astrocitos mesencefalicos (MANF), que apresentam estruturas diferentes

dos demais FNs, definindo uma nova familia de FNs (Lindholm; Saarma, 2010).



11

A familia MANF/CDNF além de apresentar estrutura distinta das demais
familias de FNs, também apresentam um novo mecanismo de agao, pois os FNs desta
familia sdo residentes do RE e possuem um papel importante na manutencao da
homeostase do RE, ajudando na diminuigdo da agregacéo de proteinas e diminuindo

inflamacéao (Lohelaid; Saarma; Airavaara, 2024).

1.1.1. Fator Neurotrofico Derivado De Astrocitos Mesencefalicos (MANF)

O MANF é uma proteina que possui 158 aminoacidos em sua forma madura,
que foi inicialmente descrita como uma variante da Proteina Humana Rica em Arginina
(hARP) devido a sua semelhanga com a sequéncia primaia de hARP, porém foi
observado que MANF possui similaridade a partir do residuo 56 de hARP e que dos
55 residuos ausentes de MANF, 22 deles eram argininas, uma das principais
caracteristicas de hARPs, o que descartou a possibilidade de MANF ser da familia de
hARPs. MANF foi incialmente caracterizado como um fator neurotréfico em cultura de
neurénios dopaminérgicos embrionarios e foi inicialmente descrita como uma proteina
que protege seletivamente neurénios dopaminérgicos. (Petrova et al., 2003)

A primeira estrutura de MANF foi obtida em 2009 por cristalografia por raio-x,
com resolucéo de 1,9 A (Parkash V., et al, 2009). Em 2010, foi confirmada a estrutura
desta proteina através de ressonancia magnética nuclear (RMN) em 3D da proteina
MANF (Hellman, M, et al. 2010). MANF é uma proteina composta por dois dominios,
o dominio N-terminal (residuos 1 — 95), com 5 a-hélices, uma hélice 3'° e 3 pontes
dissulfeto, ligado ao seu dominio C-terminal (residuos 104-158), que possui 3 a-
hélices, uma ponte dissulfeto, e a regido de retengdo no RE "*RTDL"8, por um linker
flexivel de 8 aminoacidos (residuos 96 - 103) (Figura 1) (Lindhal et al, 2017).

MANF é expresso endogenamente em neurdnios e em tecidos ndo neuronais,
com altos niveis de expressdo no coértex cerebral, no hipocampo e em células de
Purkinje do cerebelo. Foi observado que ocorre o aumento da expressao de MANF
em situagdes de isquemia e de estresse do reticulo endoplasmatico.

O MANF se localiza no lumen do RE e é secretado por neurdnios e outros tecidos
nao neuronais como pancreas, ovarios e estbmago (Petrova, et al. 2003; Danilova, et
al. 2019). Foi demonstrado que a delegdo de MANF em ratos faz com que células beta
pancreaticas produtoras de insulina desenvolvam estresse de RE severo, levando a

diminuicdo da proliferagdo de células beta pancreaticas e a morte celular.
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Demonstrando que MANF apresenta um papel na regulagao/diminuicao do estresse
do RE. (Airavaara, M et al., 2010; Danilova, et al. 2019).

Figura 1 - Modelo estrutural de MANF.

Dominio C-
terminal

Dominio N-
terminal

A proteina divide-se em dois dominios ligados por um linker flexivel. Em amarelo as pontes dissulfeto
que estabilizam a proteina. Em destaque, sinal de retengdo no RE composto pelos aminoacidos RTDL.
(Adaptacao de LINDHAL et al, 2017).

1.1.2. Fator Neurotrofico Dopamina Cerebral (CDNF)

O CDNF é uma proteina composta por 161 aminoacidos, em sua forma madura,
que foi primeiramente identificada por meio da bioinformatica e entdo caracterizado
bioquimicamente (Lindholm, Saarma, 2010). CDNF €& uma proteina paraloga
especifica de MANF em animais vertebrados, elas apresentam 59% de similaridade
em suas sequéncias humanas (Lindholm et al., 2007).

A expressao de RNA mensageiro (RNAm) de CDNF foi caracterizada por meio
de RT-PCR em cérebros de ratos em desenvolvimento e em varios tecidos de ratos
adultos. CDNF transcrito foi encontrado no cérebro em estagios embrionarios e em
neonatos, e também em regides adultas do cérebro como o estriado e também foram
observados altos niveis de RNAmM em tecidos como o coragcado, musculos esqueléticos
e os testiculos de ratos. Foi demonstrado que CDNF é capaz de exercer efeitos

protetores e restauradores em neurdnios dopaminérgicos maduros em ratos de



13

modelo de DP, induzidos por 6-Hidroxidopamina (6-OHDA), pela inje¢cao da proteina
anterior a injegdo da neurotoxina. Também foi verificado que a injegcdo quatro
semanas apods a administragao da droga previne a morte de neurdnios da substancia
nigra, indicando que o CDNF apresenta potencial terapéutico para a DP (Lindholm et
al., 2007).

O CDNF foi inicialmente carcaterizado estruturalmente por Parkash et al 2009
através da técnica de cristalografia de raio-x, em que foi possivel obter a estrutura do
dominio N-terminal da proteina. Mais tarde, em 2015, Latgé, et al, caracterizou
estruturalmente por técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) a estrutura
completa da proteina CDNF (Figura 2). Nesse trabalho do nosso grupo, observou-se
que a proteina apresenta dois dominios bem enovelados ligados por um linker flexivel.
O dominio N-terminal € composto por 5 a-hélices (a1: 13-29; a2: 34- 48; a3: 51- 59;
o4: 70- 80; a5: 83- 94) e uma hélice 3'° (residuos 96 a 103) e estabilizado pela
presenca de trés pontes dissulfeto; e o dominio C- terminal que € composto pelos
ultimos 58 aminoacidos da proteina tendo em sua construgdo duas a-hélices (a6: 121
a 128 e a7: 137 a 152) estabilizadas por uma unica ponte dissulfeto, presente no
motivo CXXC ('32CRAC"3%), que também aparece na porgdo C-terminal de MANF
(Figura 3) (Parkash et al., 2009; Latgé et al., 2015).

O dominio N-terminal de MANF e CDNF é um dominio descrito como sendo do
tipo saposina, que s&o proteinas ricas em cisteina que interagem com lipideos e
membranas plasmaticas e o dominio C- terminal € homdlogo aos dominios SAP de
diversas proteinas, como a proteina anti-apoptética Ku70, que se liga a proteina pro-
apoptética BCL2 associada ao X (Bax), principal responsavel pela ativacdo da
apoptose em neurdnios, inibindo sua agéo, por meio do motivo 58VPMLKE®83, Ambas
as proteinas MANF e CDNF apresentam motivos homodlogos nos residuos
M3VKELKK'8 e 1"8VAELKQ'?3, respectivamente. (Hellman et al., 2011; Mei, Niu, 2014;
Latgé et al., 2015).

Foi demonstrado que na regido C-terminal de MANF e CDNF € apresentada
em seus ultimos quatro aminoacidos uma sequéncia RTDL/KTEL, que se assemelha
a sequéncia KDEL de retengao de sinal do RE (Figura 3), que possui alta afinidade
por receptores KDEL (KDEL-R) (Henderson et al., 2013; Latgé et al., 2015) e € uma
sequéncia que se apresenta em diversas proteinas residentes do RE, como a proteina
regulada por glicose 78 (GRP78), a calreticulina e a proteina dissulfeto isomerase
(PDI). (Maciel et al., 2021; Oh-Hashi et al., 2011; Huttunen, Saarma, 2019).
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Figura 2 — Estrutura da proteina CDNF, com seus dominios N-terminal e C-
terminal definida por RMN

O dominio N-terminal da proteina se apresenta em azul e o dominio C-terminal se apresenta em
vermelho. Fonte: Latgé et al., 2015

Figura 3 — Modelo da proteina CDNF com seu residuo de retengao no RE e seu dominio CXXC

A
Retengéo do RE

CDNF Il | [ 1 187
26

B

Dominio C-terminal

Dominio N-terminal

Fonte: Adaptado de Lindhom.; Saarma. 2021

1.2. Atividade Biolégica de MANF/CDNF

Como observado anteriormente, na regido C-terminal de MANF e CDNF é

apresentada uma sequéncia RTDL/KTEL, semelhante a KDEL, que possui alta
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afinidade pelo KDEL-R (Figura 3). O KDEL-R esta envolvido no resgate de proteinas
do complexo de Golgi para o RE, evitando a secrecdo destas. A presenca de
degeneragdo das sequéncias do tipo KDEL em MANF e CDNF sugere que sua
afinidade pelo KDEL-R é diminuida, aumentando a secreg¢do destas proteinas. A
delecao da sequéncia RTDL de MANF em neurdnios mesencefalicos de ratos leva a
sua secregao, constatando que estas proteinas sao residentes do RE (Oh-Hashi et
al., 2011; Huttunen, Saarma, 2019).

Embora os mecanismos de acdo de MANF e CDNF ndo sejam completamente
compreendidos, o alivio do estresse do RE é descrito como uma de suas principais
atividades e, diferente de outras proteinas envolvidas no estresse do RE, MANF e
CDNF sao secretados para o meio extracelular para exercerem suas fungdes. Estudos
demonstram que a delegdo de MANF e, potencialmente, de CDNF, desregula o
funcionamento do RE, como no estudo realizado por Lindahl et al com ratos sem o
gene de transcricdo para MANF que apresentaram em seu desenvolvimento o
aumento da ativacdo de genes e proteinas envolvidos na UPR em células da ilhota
pancreatica, implicando que o estresse do RE néo resolvido foi a principal causa para
a morte das células (Maciel et al., 2021; Liu, Tang, Gong, 2015; Lindahl et al., 2014).

1.2.1. Atividade de MANF/CDNF no estresse do RE

O RE é uma organela que possui diversos papéis em uma célula, como a
sintese, transporte e enovelamento de proteinas, a sintese de carboidratos e
esteroides, o metabolismo de carboidratos e o armazenamento de calcio. (Schwarz;
Blower, 2015). O RE é sensivel a mudancas que afetam sua estrutura, integridade e
fungdo. O equilibrio dos processos envolvidos na sintese proteica € chamado de
proteostase do RE, quando este equilibrio € perturbado ocorre um disturbio no
enovelamento das proteinas, levando ao estresse do RE que pode gerar dano celular
(Arancibia et al, 2018; Uddin et al., 2020; Ghemrawi, Khair, 2020).

Quando o enovelamento de uma proteina nao é efetuado de maneira correta,
gerando uma proteina mal enovelada(PME), esta PME é translocada para o citosol da
célula e marcada para a degradacgao pelo proteassoma, conhecida como degradagao
associada ao RE (ERAD, do inglés ER-associated degradation). Na presenga de PME
em excesso na célula, o RE apresenta dificuldade em lidar com a quantidade
excessiva de proteinas, fazendo com que ocorra o estresse do RE. Para lidar com
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este estresse e minimizar o dano celular as células ativam a via de UPR, um conjunto
de mecanismos adaptativos capazes de gerar reducéo do estresse do RE (Ghemrawi,
Khair, 2020; Uddin et al., 2020).

A via de UPR é controlada por trés proteinas sensoras, a proteina quinase de
reticulo endoplasmatico quinase semelhante a RNA (PERK, do inglés protein kinase
RNA-like endoplasmic reticulum kinase), a enzima que requer inositol (IRE1, do inglés
inositol-requiring enzyme) e o fator de transcricdo de ativagado 6 (ATF6, do inglés
activating transcription factor 6). Essas proteinas estdo localizadas na membrana do
RE e sao constituidas por um dominio voltado para o citosol, uma regido
transmembrana e outro dominio voltado para o lumen do RE. Em condi¢gdes normais
estas proteinas se encontram associadas a GRP78 (78-kDa glucose regulated
protein), também chamada de BiP (immunoglobulin heavy chain-binding protein).
Porém em condi¢des de estresse as PMEs limitam a interacdo GRP78/ BiP com os
sensores, se ligando a elas e fazendo com que se desliguem das proteinas sensoras
iniciando a via de sinalizacao de UPR (Ghemrawi, Khair, 2020; Chen, Brandizzi, 2013;
Uddin et al., 2020).

A via de sinalizacao de PERK apresenta um papel fundamental na indugao da
apoptose da célula. PERK é uma proteina transmembrana do RE de tipo I, contendo
um dominio quinase serina/treonina voltado para o citoplasma da célula. A ativagao
de PERK, apds sua autofosforilacdo e dimerizagdo, induz a fosforilagcdo da
subunidade a do fator de iniciacdo de transcrigdo eucariética (elF2a). A fosforilagéo
de elF2a reduz a sintese de proteinas e promove a traducao do fator de transcrigao
de ativacao 4 (ATF4). ATF4 aumenta a expressao de genes relacionados a apoptose,
incluindo o fator pré-apoptético CHOP. Células que ndo apresentam ativacdo ou
expressao de PERK, ATF4 ou elF2a, ndo apresentam capacidade de induzir CHOP
durante o estresse do reticulo (Ghemrawi, Khair, 2020).

IRE1 também € uma proteina transmembrana do RE de tipo | que possui
quinase serina/treonina, e também atividades de endonuclease. O genoma de
mamiferos codifica duas isoformas de IRE1: IRE1a e IRE1B, sendo a maioria dos
estudos sobre UPR conduzidos utilizando IRE1a. O acumulo de PMEs no RE estimula
a dimerizagao e autofosforilagdo de IRE1, ativando a atividade de endoribonuclease
permitindo a clivagem de uma sequéncia de 26 nucleotideos, denominada splicing, do
RNA mensageiro (RNAm) da proteina 1 de ligagdo a X-box (Xbp1, do inglés Xbox-
binding protein-1), formando um fator de transcri¢gao ativo denominado XBP1s (XBP1
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spliced), que é translocado para o nucleo da célula onde se liga ao seu alvo nas
regides que regulam os genes de chaperonas induzindo sua transcrigdo. Em situagbes
de estresse prolongado, IRE promove a morte da célula pela ativagdo da quinase de
sinalizacdo apoptoética 1 (ASK1, do inglés apoptotic-signaling kinase-1), seguida da
ativacado de seguida da ativagdo de quinases negativamente reguladas: quinase N-
terminal Jun-c (UJNK, do inglés Jun-N-terminal kinase) e a proteina quinase ativada por
mitdgeno p38 (p38 MAPK, do inglés p38 mitogen-activated protein kinase), levando a
apoptose. Além disso a atividade de Rnase de IRE1 esta envolvida no decaimento
regulado dependente de IRE1 (RIDD, do inglés regulated IRE1 dependent decay)
conhecido por degradar seletivamente RNAm associados ao RE que codificam
proteinas secretoras ou de membrana, com o objetivo de aliviar a carga de proteinas
do RE (Yoshida et al., 2001; Lee et al., 2003; Ghemrawi, Khair, 2020; Chen, Brandizzi,
2013).

Por fim, a ATF6, que também é um mediador transmembrana de UPR, é uma
proteina transmembrana do RE de tipo Il. Também possui duas isoformas: ATF6a e
ATF6B. ATF6a apresenta uma maior atividade transcricional se comparada a ATFGp.
Em situacdes de estresse do RE ATF6 é translocada para o complexo de Golgi onde
€ clivada pela serina protease local 1 (S1P) e pela metaloprotease local 2 (S2P). ATF6
ativa é transferida para o nucleo onde se liga a promotores para induzir a transcrigao
de genes envolvidos na UPR, como XBP1 e CHOP e também no aumenta a expressao
da chaperona do RE BiP, que é a principal responsavel pela ativagdo da UPR (Wu et
al., 2007; Ghemrawi, Khair, 2020).

O principal fator apontado como responsavel pela ativacéo da via de UPR é o
desligamento de BiP das proteinas transmembrana do RE, e foi demonstrado que o
dominio C-terminal da proteina MANF interage com BiP/ GRP78 quando ligada a
adenosina difosfato (ADP), o que faz com que a cascata de sinalizagdo de UPR
iniciada pela dissociagao de BiP ndo seja ativada (Yan et al, 2019). Recentemente foi
demonstrado que o dominio C-terminal de CDNF também apresenta interagdo com
BiP/GRP78, indicando que esta possa ser uma das a¢gdes de CDNF na regulagéo da
UPR (Eesmaa et al. 2022).
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1.3. Estudos do dominio C-Terminal de MANF/CDNF

A fim de estudar a fungdo do dominio C-terminal de MANF (MANF-C) no
estresse de RE, foi visto que, em células do tipo HEK293 e em cultura de células do
ganglio cervical superior (SCG) com estresse causado por tapsigargina e
tunicamicina, respectivamente, MANF-C regula o estresse interagindo diretamente
com o receptor IRE1a através dos residuos K96, K128, C130, R155. Esta interagao
impede a hiperoligomerizagao e autofosforilagdo de IRE1a, o que impede a ativagéo
da cascata de sinalizacdo que leva a morte celular por apoptose, reduzindo a morte
induzida por estresse do RE. (Kovaleva, et al. 2023).

Foi demonstrado também que o uso do dominio C-terminal de MANF isolado
apresenta efeito protetor em neurdnios do ganglio cervical superior, semelhante a
proteina inteira, atribuindo a fungao citoprotetora a esse dominio (Hellman et al. 2011).
Em um estudo sobre o auxilio do CDNF na neuritogénese de células do ganglio da
raiz dorsal foi visto que o uso do indutor classico de neuritogénese, o Fator de
Crescimento Nervoso (NGF), estimula o alongamento de neuritos em cultura de
células de raiz do ganglio dorsal dissociadas, obtendo neuritos longos de
aproximadamente 450 ym. De maneira semelhante ao uso de NGF, a adigdo CDNF
na cultura de células fez com que elas também desenvolvessem neuritos longos
atingindo o tamanho de aproximadamente 390 um. No entanto a utilizagcdo de CDNF-
AKTEL, um construto sem a presenca da sequéncia KTEL no C terminal, nao foi
observado o mesmo crescimento destes neuritos, chegando a comprimentos de
menos 200 um. De maneira semelhante, também foi observada que a presenca de
NGF e CDNF na cultura de células resulta em maior sobrevivéncia celular, o que nao
acontece quando ha presenca de CDNF-AKTEL, indicando que, pela presenca da
sequéncia KTEL, a por¢cao C de CDNF é a porgao funcional da proteina (SANTOS et
al., 2025). Ainda nédo é completamente demonstrado que o mesmo ocorre com o
dominio C-terminal isolado de CDNF (CDNF-C), porém ja existem pesquisas em

andamento sobre a atividade de CDNF-C.

1.3.1. O papel da interagao dissulfeto no dominio C-terminal

Estudos tem buscado entender o papel do motivo CXXC presente na porg¢ao C-
terminal de MANF e CDNF. E um dominio comum em proteinas oxirredutoras, o que

pode indicar acao de oxirreducdo das proteinas, porém esta acao ainda nao foi
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observada para as proteinas. Porém ja foi observado que uma mutagao neste motivo
em MANF elimina completamente seu efeito protetor, demonstrando que é essencial
para o funcionamento de MANF (Matlik et al., 2015).

Recentemente foi visto que a mutacdo deste motivo na proteina CDNF,
substituindo o residuo de cisteina 135 por uma serina ('3'CRAC'®), gerando a
sequéncia "3'CRAS"3%, diminuiu, ndo completamente, os efeitos antiapoptoticos de
CDNF no estresse do RE em células do ganglio cervical superior estressadas com
tunicamicina. O proposto € que a importdncia do motivo CXXC na atividade
neuroprotetora vem do seu possivel papel em estabilizar a estrutura de CDNF em uma
forma favoravel a sua agao antiapoptotica. (Eesmaa et al. 2022).

Considerando que a ponte dissulfeto pode apresentar um papel importante na
estrutura e no funcionamento da proteina CDNF-C este trabalho tem como objetivo
expressar e purificar a proteina mutante C135S, estabelecendo um novo protocolo de
expressao e purificacdo, caracterizar estruturalmente a proteina e avaliar a
estabilidade estrutural diante da presenca de agentes caotrépicos utilizando as
técnicas de Fluorescéncia, Dicroismo Circular e Ressonancia Magnética e avaliar as

o papel da interacao dissulfeto na atividade citoprotetora desta proteina.
2. METODOLOGIA
2.1.Desenho da proteina

Para a realizagdo dos experimentos de purificagdo empregados nesse trabalho
foi necessario o remodelamento do dominio C135S, uma vez que em pH 7,0 a proteina
apresenta carga neutra, o que prejudica a purificacdo da proteina por afinidade. Entao
para facilitar sua purificacdo por afinidade, foram adicionadas seis histidinas no inicio
da proteina. Além disso, foi incluido na regido N-terminal o segmento B1 da proteina
G de Streptococcus (GB1), uma sequéncia reconhecida por fatores de transcrigao da
célula e amplamente conhecida por aumentar a expressao de proteinas ligadas a ela,
uma vez que GB1 é extremamente hidrossoluvel e capaz de solubilizar proteinas

associadas a ela.



20

Além disso, para a separagao as histidinas e a por¢do GB1, foi adicionada uma
sequéncia de clivagem reconhecida pela protease do Tobacco Etch Virus (TEV), o

que permite a recuperagdo do mutante C135S sem outros segmentos.
2.2. Transformacao e expressao da proteina mutante C135

A expressao da proteina mutante C135S foi feita por meio do plasmideo pET-
25b contendo o gene que codifica a proteina e é resistente ao antibiético ampicilina,
sintetizado pela Genscript Inc. (Piscataway, NJ - EUA). Para a transformac¢do do
plasmideo, foi utilizada a estratégia de choque térmico em células bacterianas
Escherichia coli da linhagem Rosetta Gami B (DE3) (Stratagene - Piscataway, NJ -
EUA), que foram entao plagueadas e incubadas a 37°C entre 12 e 16 horas. Apds a
transformacdo estas células bacterianas foram transferidas para erlenmeyers
pequenos de 150 mL contendo 25 mL de meio Luria Broth (LB) (20 g/L) para serem
cultivadas overnight a 37°C sob agitagédo de 150 rpm na presenga de ampicilina 100
Mg /mL e cloranfenicol 34 ug /mL. Apds o crescimento no meio essas células foram
passadas para erlenmeyers de 2L contendo 800 mL de meio LB na presenga dos
antibidticos utilizados anteriormente e colocadas novamente sob agitagdo a 150 rpm
a 37°C observando a densidade 6ptica (DO) a 600 nm em um espectrofotémetro até
que seja alcangada a DO 0,6.

Quando atingida a DO, € coletada uma aliquota de 1mL e a expressao €
induzida com a adi¢ao de 0.5M de IPTG em 800 mL de meio. Novas aliquotas sao
coletadas a cada 1 hora durante 4 horas de expressao, a fim de verificar
posteriormente, em uma eletroforese feita em gel de poliacrilamida, a expressao da
proteina mutante. Apds o fim da expressao, o conteudo dos erlenmeyers é transferido
para tubos grandes que sao centrifugados em uma rotagdo de 8030 rpm por 15
minutos. S&o recolhidos 30 mL de meio para ressuspender o pellet bacteriano
formado, e o sobrenadante é descartado. Depois de ressuspendidas, as bactérias sdo
novamente centrifugadas em tubos falcon de 50 mL em uma rotagcdo de 9000 rpm
durante 20 minutos. O sobrenadante é descartado e o pellet formado € congelado a -

20°C para posterior purificacao.
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2.3.Expressao da amostra '®°N- C135S

A metodologia utilizada para a expressao da proteina C135S marcada seguiu
o protocolo descrito acima substituindo o meio rico de cultura LB pelo meio minimo de
cultura M9.

A expresséao da proteina C35S marcada com 15N foi obtida através do cultivo
das células em meio minimo de cultura M9 (Na2HPO4.12H20, KH2PO4, NaCl,
NH4CIl, MgSO0O4, glicose, CaCl2.2H20, tiamina, enriquecida com YNB) contendo

15NH4CI (Cambridge Isotope) como a unica fonte de nitrogénio.
2.4.Purificagdo do mutante C135S

Para o inicio da purificacao o pellet previamente obtido na etapa de expressao
foi ressuspendido em 30 mL de tampé&o de lise (NaCl 150mM, NaN3 5mM, Imidazol
20mM, pH 7,0) juntamente com um tablete de inibidor de protease (Complete, EDTA-
free Tabs - Roche).

ApOs este processo essa solugado € movida para um banho de gelo e passara
pelo processo de sonicagdo com ciclos de 5 segundos ligado e 5 segundos desligado
por uma hora (Sonicador Misonix (MicrosonTM) para promover a lise celular. Apos a
sonicacao, essa solugédo é centrifugada a 16000 RPM, a 4°C por 15 min para a
remogao dos detritos celulares. O sobrenadante é recuperado e filtrado em uma
membrana de 0,22 um.

Este sobrenadante contendo as proteinas solUveis passa por um processo de
cromatografia por afinidade em uma coluna HisTrap SP de 5mL previamente
equilibrada com a solugéo A (NaCl 150mM, NaN3 5mM, pH 7,0). A proteina foi eluida
com gradiente linear utilizando tampao B (NaCl 150mM, NaN3 5mM, Imidazol 500mM,
pH 7,0). A presenga da proteina foi verificada por SDS-Page e as fragbes contendo a
proteina purificada foram submetidas a clivagem com a enzima TEV, na concentragao
1:20, por 48h em temperatura ambiente. A clivagem é confirmada por SDS-Page, apods
a confirmacgao a amostra passara por uma nova cromatografia por afinidade em uma
coluna HisTrap SP de 5mL previamente equilibrada com solucéo A para a separacao
das porgdes com C135S e HGB1. A porgdo HGB1 fica ligada a coluna e o flowthrough

contendo o C135S foi coletado.
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A amostra foi concentrada por ultrafitragdo em sistema Vivaspin com
membrana de exclusdao de 3 kDa. A concentragcdo das amostras de C135S foi

estimada através da medida da absorbancia a 280nm.
2.5. Eletroforese SDS-PAGE

2.5.1. Eletroforese SDS-PAGE para expressao

As proteinas foram separadas segundo seu tamanho molecular por meio de um
gel de separacgao de poliacrilamida 15% contendo acrilamida 30%; Tris-HCI 1,5 M. pH
8,8; SDS 10%; persulfato de aménio (PSA) 10%; TEMED 10%; e agua destila. Apos
a polimerizagéo do gel de separagao, foi realizado e inserido o gel stacking contendo
Tris-HCI 0,5 M, Ph 6,8; agua destilada; acrilamida 30%; SDS 10%; PSA 10% e TEMED
10%.

As amostras foram colocadas em tamp&o de amostra (Tris-HCI 40 mM, pH 6,8;
glicerol 8 %; SDS 10%; DTT 100 mM; azul de bromofenol 0,1%), e fervidas a 100 °C
durante 5 minutos e entdo aplicadas no gel. O gel foi submetido a uma voltagem de
150 V em tampao de corrida (Tris-Cl 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1 %; agua MilliQ,
pH 8,3).

2.5.2. Eletroforese SDS-PAGE para purificacédo

As proteinas foram separadas segundo seu tamanho molecular. Através de um
gel de separacéo de poliacrilamida 18% contendo acrilamida 30%; Tris-HCI 1,5 M. pH
8,8; SDS 10%; persulfato de aménio (PSA) 10%; TEMED 10%; e agua destila. Apos
a polimerizacao do gel de separacgao, foi realizado e inserido o gel stacking contendo
Tris-HCI 0,5 M, Ph 6,8; 4gua destilada; acrilamida 30%; SDS 10%; PSA 10% e TEMED
10%.

O procedimento para a corrida do gel seguiu o protocolo descrito anteriormente
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2.6.Espectroscopia de Fluorescéncia

2.6.1. Emissdo de fluorescéncia intrinseca do residuo de triptofano e de

fluorescéncia extrinseca da sonda Bis-Ans

Para a caracterizacao estrutural da proteina foram realizadas as medidas da
fluorescéncia intrinseca do mutante C135S da proteina CDNF-C utilizando o residuo
de triptofano (128W) presente em sua estrutura, e da fluorescéncia extrinseca
utilizando a sonda Bis-ANS, uma sonda extrinseca que se liga a cavidades
hidrofébicas de proteinas em estados de enovelamento intermediarios conhecidos
como “molten globule”, usando uma concentragdo de 15uM da proteina e avaliando
seu centro de massa.

O método de espectroscopia de fluorescéncia também pode ser utilizado para
a avaliagdo das mudangas na estrutura de proteinas quando expostas a agentes
quimicos e fisicos.

Assim, foram realizados experimentos de resisténcia quimica por ureia,
monitorando a ligacdo da proteina a Bis-ANS. A proteina foi previamente incubada
com concentragdes diferentes de ureia (0 a 8M) por 18h.

As medidas de fluorescéncia intrinseca do triptofano foram realizadas a partir
da excitagdo a 280 nm e o monitoramento da emissido de 300 nm a 420 nm, enquanto,
para o Bis-ANS, a medida da fluorescéncia foi realizada a partir da excitagao em 385
nm e o monitoramento da emissao de fluorescéncia de 435 nm a 580 nm.

Os experimentos foram executados usando o espectrofluorimetro ISS PC (ISS

Inc, Champaign, IL).
2.7.Dicroismo Circular

O dicroismo circular foi realizado no equipamento Jasco J1500 para a avaliagao
da estrutura secundaria do mutante C135S, bem como para a avaliacdo da
estabilidade de sua estrutura secundaria diante do estresse quimico por ureia. As
amostras foram acondicionadas em cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho oéptico.
Cada medida é o resultado da média de quatro aquisi¢des individuais com resolugao
de 0.2 nm e velocidade de aquisicao de 50 nm/min.

A faixa de varredura espectral foi de 260 nm a 200 nm, acompanhando as

estruturas em hélice a, que apresentam dois picos negativos em 208 e 222 nm. As
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amostras de C135S foram diluidas em tampao A (MES 25 mM, pH 6,0) para uma

concentracao final de 100uM.
2.8.Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos de RMN foram realizados no espectrometro Bruker 800 MHz
Avance lll equipado com sonda de tripla ressonancia.

A amostra de C135S marcada uniformemente com '°N foi expressa e purificada
conforme o protocolo descrito anteriormente. O experimento de RMN ira investigar o
processo de desnaturagdo de C135S na presenca de ureia. Os espectros de "H-15N-
HSQC foram obtidos utilizando a proteina marcada solubilizada em tampao MES
(MES 25 mM, pH 6,0), Agua deuterada (D20) 10% e Trimetilsililpropanossulfonato de
sédio (DSS) 0,1%, na concentragao final de 100uM com concentragdes crescentes de
ureia. Para cada condigdo, espectros heteronucleares de 'H-'>N-HSQC foram
coletados com 1.024 pontos para a dimensao 'H e 104 pontos para a dimensdo "N
usando 32 leituras. As perturbacdes no deslocamento quimico e as intensidades de
cada pico foram analisadas comparando o sinal de cada concentragao de ureia com

o sinal inicialmente atribuido a leitura de 'H-"°N-HSQC.
2.9. Ensaios de viabilidade celular

Células dos tipos H9c2 (cardiomiécitos) e N2a (neurénios) foram cultivadas em
uma quantidade de 2 x 10* células por pogo em uma placa de 96 pocos e incubadas
a 37°C por 24 horas antes de receberem o tratamento. Apds a incubacéo as células
foram tratadas com C135S e incubadas novamente com o tratamento por mais 1 hora
a 37°C. Ao final do tempo de tratamento as células H9C2 foram estressadas com
tapsigargina e as células N2A foram estressadas com 6-OHDA por 20 horas. Apos o
fim do procedimento a viabilidade celular foi medida utilizando os ensaios de LDH

(Promega G#1781) e MTT (Sinapse K#017), seguindo as instru¢gbes dos fabricantes.
3. RESULTADOS
3.1. Expressao e purificagdo do mutante C135S

A expressao e purificagdo do mutante C135S da proteina CDNF seguiu o
protocolo originalmente utilizado no artigo de Latge et al, porém, como a proteina

mutante possui uma cisteina livre, a fim de evitar a formacéo de dimeros por interacéo
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cisteina-cisteina, foi adicionado o agente redutor ditiotreitol (DTT), que é conhecido
por reduzir pontes dissulfeto em proteinas, durante o processo de purificagdo da
proteina (GOKUL G; SINGH, 2022; LATGE et al., 2015). Sendo assim, foi solicitada a
Genescript Inc. (Pitascaway, NJ, USA), a produgédo do plasmideo pET-25b com a
sequéncia de DNA para codificacdo da proteina com insergéo entre os sitios Ndel e
Xho. Contudo, como o dominio C135S em pH 7,0 apresenta carga neutra, foram
adicionadas seis histidinas para facilitar sua purificagao por afinidade. Além disso, foi
incluido na regido N-terminal o segmento B1 da proteina G de Streptococcus (GB1),
sequéncia reconhecida por fatores de transcrigdo da célula e amplamente conhecida
por aumentar a expressao de proteinas fusionadas a ela, uma vez que GB1 é
extremamente hidrossoluvel e capaz de solubilizar proteinas a ela ligada.

Para a separagdo das histidinas e do segmento GB1, foi adicionada uma
sequéncia de clivagem reconhecida pela protease do Tobacco Etch Virus (TEV), o
que permite a recuperacdo do mutante C135S sem outros segmentos. A Figura 4

demonstra a sequéncia que utilizada para a obtencao da proteina C135S pura.

Figura 4 - Representagao da sequéncia primaria de aminoacidos do constructo de C1358S.

10 20 30 40 50 60
MSHHHHHHSS G

70 80 20 100 110 120
GSGE NLYFQSKYEK TLDLASVDLR KMRVAELKQI LHSWGEECRA SAEKTDYVNL

130
IQELAPKYAA THPKTEL

Em preto, a cauda de histidina; em amarelo, a sequéncia correspondente a GB1; em verde, a sequéncia
de clivagem por TEV; em vermelho, linker flexivel do mutante C135S que conecta do N dominio ao C
dominio; em azul, a sequéncia correspondente ao mutante C135S de nosso interesse; em rosa a serina

que substitui a cisteina da proteina C135S. (Fonte: prépria).

O plasmideo contendo a sequéncia para expressao do mutante C135S foi
transformado em células da bactéria E. coli de linhagem Rosetta Gami B (DE3). Apos
a transformacéo estas células foram cultivadas em 150mL de meio LB overnight a
379C sob agitagdo de 150 rpm na presenga de ampicilina 100 pyg /mL e cloranfenicol
34 ug /mL, e depois do crescimento destas células elas foram transferidas para 800
mL de meio LB na presenga dos antibioticos utilizados anteriormente e colocadas

novamente sob agitacdo a 150 rpm a 37°C observando a densidade éptica (DO) a 600
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nm em um espectrofotbmetro até que seja alcangada a DO 0,6 para indugao da
expressao da proteina pela adigdo de 0.5M de IPTG no meio.

Na Figura 5 é possivel verificar, pela utilizagdo da técnica de eletroforese SDS-
PAGE, que houve expressao da proteina mutante.

Figura 5- Gel de poliacrilamida para verificagao da expressao da proteina mutante
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Gel de poliacrilamida contendo as aliquotas coletadas no TO, T1, T2, T3 e T4 da expressao,
demonstrando que houve expressao da proteina mutante que é marcada aproximadamente no valor
de 25Kd

Para a purificacdo da proteina, as células foram ressuspensas em 25mL de
tampao de lise (NaCl 150 mM, DTT 2,5 mM, NaN3 5 mM, imidazol 20 mM, pH 7,0)
juntamente com um tablete de inibidor de protease (Complete, EDTA-free Tabs -
Roche), lisadas com ajuda de um sonicador, centrifugadas e o sobrenadante, filtrado
utilizando um filtro de 0,22 pm, foi aplicado na coluna de cromatografia por afinidade
com resina de niquel de 5mL previamente equilibrada com tampao A (NaCl 150 mM,
NaNs 5 mM, DTT 2,5 mM; pH 7,0). A proteina foi eluida com gradiente de imidazol de
0 - 0,5M, conforme visto na Figura 6, que mostra que a proteina é eluida em torno de
50% de tampao B (NaCl 150 mM, NaNs 5 mM, Imidazol 500 mM, DTT 2,5 mM; pH
7,0).
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Figura 6 - 12 Etapa da purificagao do mutante C135S: cromatografia de afinidade
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A proteina C135S foi purificada a partir do sobrenadante filtrado da cultura de E. coli por cromatografia

de afinidade. A coluna foi equilibrada em tampéao A, e o C135S eluido em um gradiente de 0 — 0,5 M
de imidazol (Tamp&o B). O inserto apresenta um gel de eletroforese SDS-PAGE correspondente ao
pico majoritario que aparece na elui¢gdo, onde a coluna 1 do gel é o padrao de peso molecular; a coluna
3 representa a parcela da amostra que nao interage com a coluna; e as colunas 4-10 representam as

fracGes de eluicdo da cromatografia. (Fonte: prépria).

Com a proteina purificada, soluvel e em estado monomérico, foi feita a clivagem
da proteina com uso de TEV (1 unidade/uL) na concentracdo 1:30. A clivagem foi
realizada em temperatura ambiente por 48h. Apds esse periodo, analisamos por gel
SDS-PAGE 18% a eficiéncia da clivagem (Figura 7A). Uma vez confirmada a
clivagem, uma nova cromatografia por afinidade com resina de niquel equilibrada com
tampao A foi realizada. Uma vez que nessa etapa o mutante C135S nao apresentava
as histidinas, o que torna a proteina incapaz de ligar-se a coluna de afinidade,
coletamos o flowthrough — Figura 7B

Ao final desse processo, a proteina foi dosada por meio da utilizagado de um
espectrofotometro (UVmini-1240 - SHIMADZU) e obtivemos o C135S puro.
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Figura 7- 32 Etapa da purificagdao do CDNF-C: clivagem com TEV
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A. A proteina foi clivada com TEV por 48h. Uma aliquota de cada fragéo foi aplicada em um gel SDS-
PAGE. A coluna 1 do gel apresenta o padrao de peso molecular, a coluna 2 apresenta o flowtrough da
purificagéo, a coluna 3 apresenta o C135S clivado diluido, a coluna 4 apresenta o C135S clivado 10x
concentrado e a coluna 5 apresenta o C1358S néo clivado. B. Cromatografia por afinidade apés clivagem
de C135S. As fragdes de C135S depois de clivadas foram aplicadas na coluna His-Trap FF equilibrada
com tampéo A. A figura apresenta o gel de eletroforese SDS-PAGE que possui em sua primeira coluna
0 padrao de peso molecular, em sua terceira coluna a fragdo de proteina nao clivada e em sua quarta

coluna a fragcdo que ndo interagiu com a coluna. (Fonte: propria).

3.2. Caracterizacao estrutural do mutante C135S

Para confirmagdo da massa molecular do mutante C135S purificado, foi
realizada uma analise por espectrometria de massa da amostra que mostrou um pico,
com massa de 7.700Da, que condiz com a massa originalmente esperada para esta
proteina (Figura 8)

Figura 8 - Analise da purificagao de C135S por espectrometria de massas

e massa corrigio)
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A amostra de C135S, apds todos os passos de purificacdo, foi analisada por TIC - (Total lon
Chromatogram). O pico destacado da figura representa o monémero de C135S com massa molecular

de aproximadamente 7,1 kDa. (Fonte: prépria).

Com a massa molecular da proteina, foi feita a caracterizagdo das estruturas
secundarias e terciarias do mutante, pelas técnicas de dicroismo circular e
espectroscopia de fluorescéncia, respectivamente.

O espectro de dicroismo circular (Figura 9) mostrou um pico positivo em 196
nm e dois picos negativos (208 nm e 222 nm), caracteristico de proteinas enriquecidas
em a-hélices, a analise do espectro de dicroismo circular mostra um conteudo de

57,4% de a-hélice, 42,4% de estrutura randémica e 0% de folha-f3.

Figura 9 - Caracterizagao da estrutura secundaria de CDNF-C por dicroismo circular.
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O experimento foi realizado a 25°C em NaCl 100 mM; pH 7,0. [ptn] = 100uM. As varreduras foram feitas
de 260 a 190 nm a 0.2 nm. (Fonte: propria).

Nos experimentos de fluorescéncia, foram avaliadas a fluorescéncia intrinseca,
que avalia a exposicao do residuo de triptofano presente na proteina, e extrinseca,
que avalia a ligagédo a sonda Bis-ANS, do mutante.

A proteina mutante, igualmente a proteina CDNF-C presente na Figura 10 A,
apresenta somente um residuo de triptofano na posicao 32. O espectro de emissao
de fluorescéncia intrinseca mostrou um valor de centro de massa espectral em 345,5

nm (Figura 10), indicando que o triptofano se encontra exposto ao solvente.
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Figura 10 - Fluorescéncia intrinseca de C135S
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A. Representagéo da estrutura do CDNF-C com destaque ao unico residuo de triptofano da posi¢éao
32 (PDB 4BIT de CDNF-FL) em vermelho (Silva, A. et al, 2023) B. Espectro de fluorescéncia de
C135S realizado a 25°C em tampao MES 25 mM; pH 6,0 [ptn] = 15 uM. Excitagdo em 280 nm. (Fonte:

propria).

Na avaliagao da fluorescéncia extrinseca pela ligacao a sonda Bis-ANS (Figura
11) foi possivel observar que o mutante C135S, apresenta ligacdo com a sonda o que
indica que a proteina possui um dominio com estrutura flutuante como aquela

observada em proteinas conhecidas como molten globule (Shi L., et al. 1994).

Figura 11 Fluorescéncia extrinseca de Bis-ANS
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Espectro de fluorescéncia de Bis-ANS realizado a 25°C em tampao MES 25 mM; pH 6,0 [ptn] = 15

MM. Excitagdo em 385 nm. (Fonte: propria).
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Como ultimo experimento para caracterizagao estrutural do C135S (Figura 12),
foi utilizada a RMN, uma vez que a estrutura do CDNF-FL ja foi determinada por RMN
(Latge, et al 2015). A intencdo da RMN era a comparagédo dos espectros de C135S
com o espectro de deslocamento quimico da estrutura do CDNF-C isolado. Porém
devido a baixa concentragdo da proteina mutante nao foi possivel a obtengdo de um
bom espectro para comparagao.

Figura 12 - Espectros de RMN 2D de C135S.
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Espectro de RMN 2D de C135S (N'5). O experimento foi realizado a 25°C (NaCl 100 mM, NaN3 5 mM;
pH 7,0). [ptn] = 190 ym. (Fonte: prépria)

3.3.Papel da ponte dissulfeto na estabilidade do mutante C135S diante da

desnaturagao por Ureia

Apoés a obtencao da estrutura da proteina, foram feitos novos experimentos de
fluorescéncia, para avaliagdo da fluorescéncia extrinseca (ligacdo ao Bis-ANS), e
dicroismo circular para a avaliacdo da estabilidade da proteina mutante diante da
adicao de Ureia como agente desnaturante. Para avaliar a estabilidade do C135S
frente a ureia, a proteina foi incubada por 18h em concentragdes crescentes de OM —
8M de ureia.

Acompanhando o efeito da ureia na ligagdo do Bis-ANS ao mutante C135S é

possivel observar na Figura 13 A que em todas as concentragdes de Ureia o Bis-ANS
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perde da ligagdo com a proteina, mediante aumento de ureia, ocorre o desligamento
de Bis-ANS e perda total de sua fluorescéncia. Isto indica completa desnaturagao do
dominio em altas concentragcdes de ureia. Assumimos que a proteina perde a sua
estrutura terciaria com aumento da ureia, sendo que em 4 M o processo se completa.
O painel B mostra o a (% de desnaturacdo em cada concentragao de ureia) obtido a
partir dos dados apresentados no painel B. Nota-se que o U1/2 (concentragao de ureia
que fornece 50% de desnaturacao) foi de 1,8 M ureia.

Figura 13 - Acompanhamento da desnaturagido de C135S induzida por ureia por meio de

Fluorescéncia Bis-ANS (A.U. x 103)
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A. Espectro de fluorescéncia de Bis-ANS na presenga de ureia realizado a 25°C em tampao MES 25
mM; pH 6,0 [ptn] = 15 uM [Bis-ANS] = 2 uM [Ureia] = 0 — 8M. Excitagdo em 385 nm. B. Grau de
desnaturagdo (a) calculado a partir dos dados de variagdo da area sob a curva dos espectros
apresentados no painel A, mostrados no inserto da Figura B. (Fonte: propria).

Na avaliagcao da estrutura secundaria da proteina diante da adicdo de Ureia por
meio do dicroismo é possivel observar na Figura 14 A que a estrutura da proteina
perde sua conformacéo a partir de 0,25M de Ureia. Na Figura 14 B temos o a obtido

a partir dos dados apresentados. Nota-se que o U1.2foi de 4,5 M de Ureia
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Figura 14 - Acompanhamento da desnaturagido de C135S induzida por ureia por dicroismo circular
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A. Espectro de dicroismo circular de C135S na presenca de ureia. O experimento foi realizado a 25°C
em MES 25 mM; pH 7,0. [ptn] = 100uM [Ureia] = 0-8M. As varreduras foram feitas de 260 a 190 nm a
0.2 nm B. Grau de desnaturagéo (a) calculado a partir dos dados de variagdo da area sob a curva dos

espectros apresentados no painel A, mostrados no inserto da Figura B (Fonte: propria).

Apesar de pouco informativo, realizamos experimentos unidimensionais (1H+)
de RMN (Figura 15). Nesse experimento é possivel observar apenas os atomos de
hidrogénio que compdem os residuos de aminoacidos das proteinas, incluindo suas
cadeias laterais. Quanto menos blindados, isto é, protons perto de atomos
eletronegativos (O, N), sofrem maior influéncia do campo magnético externo,
consequentemente, seus sinais aparecem deslocados para baixo campo, que €&
representado por maior valor de & em ppm (ex.: indol do triptofano — valor préximo a
10 ppm; hidrogénio amidico (da ligagao peptidica): 7 — 10 ppm), hidrogénios ligados
aos aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina apresentam blindagem
intermediaria, cujos sinais variam entre 6,5 — 8 ppm. Ja hidrogénios ligados a nucleos
mais blindados, sentem menor influéncia do campo magnético e ressonam em um
campo menor de valor de & em ppm (ex: Ha — proximo a carbonila — 3.5 — 5 ppm, ja
cadeias laterias alifaticas sao altamente blindadas, CH, CH2 variam entre 1 — 3,5,
enquanto CH3 - +0,5 — 1) (Zarycz; Guerra, 2018). Com isso, avaliamos o impacto
global da adicdo de ureia ao sinal de H+ da proteina. Observa-se que diante do
aumento da concentracdo de ureia ocorre uma diminuicdo dos picos de sinais de
proteina, o que indica que ocorre desnaturagao da proteina diante da presenca de
ureia, embora ndo possamos afirmar quais aminoacidos sao afetados pela presenca

do agente desnaturante.
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Figura 15 Desnaturagao do CNDF-C induzida por ureia acompanhada por RMN
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Espectro de 1D (H*) na presencga de diferentes concentragdes de ureia (Fonte: prépria).

3.4. Avaliagao do funcionamento do mutante C135S por meio de experimentos de
LDHe MTT

Apos a obtencdo dos dados estruturais da proteina foram realizados
experimentos com modelos celulares de neuroblastomas de camundongos (N2A) e
de mioblastomas de camundongos (H9C2) para observar se a proteina com mutagéo
na ponte dissulfeto seria capaz de proteger as células diante do estresse por agentes
quimicos que mimetizam o estresse presente na DP.

O experimento de LDH foi realizado com o sobrenadante de células de
linhagem H9C2, que foram cultivadas em placas de 96 pocgos, sendo incubadas a
37°C por 24h, e passaram pelo tratamento prévio com o mutante C135S, sendo
incubadas a 37°C por 1h com a proteina. Apds o tempo de tratamento foi realizado o
estresse com tapsigargina, que foi novamente incubada a 37°C por 20h. Ao final do
tempo de experimento o sobrenadante foi coletado e foram passados 50uL deste
sobrenadante para uma nova placa de 96 pogos, em seguida foram adicionados 50

ML do reagente presente no kit em cada pogo. A placa foi coberta com papel aluminio
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e incubada a 37°C por 30 minutos. Ao fim do tempo de 30 minutos foram adicionados
50 yL de stop solution para parar a reagao. A placa foi lida em um leitor de placas a
495nm.

A analise do experimento, como visto na Figura 16 demonstra que o tratamento
prévio das células com a proteina mutante C135S diminui a atividade de LDH se
comparado a atividade nas células estressadas com tapsigargina, porém esta

diminuicdo n&o ocorre de maneira significativa.

Figura 16 Ensaio de viabilidade celular de LDH de células H9C2
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Os experimentos foram realizados utilizando a concentragdo de 2 x 10* células por pogo utilizando
meio de cultura DMEM high glucose enriquecido com soro fetal bovino e piruvato de sédio (Fonte:

prépria).

Ja o experimento de MTT foi realizado utilizando células de linhagem neuronal
N2A, que também foram cultivadas em uma placa de 96 pogos e incubadas a 37°C
por 24h e em seguida passaram pelo tratamento prévio com o mutante C135S, sendo
incubadas a 37°C por 1h. Apds o tempo de tratamento foi realizado o estresse com 6-
HDOA, e a placa foi novamente incubada a 37°C por 20h. Ao final do tempo de
estresse, com as células aderidas no fundo da placa, o meio de cultura foi removido e
substituido por 100uL de meio fresco. Em seguida foram adicionados 10uL do
reagente de MTT que foi incubado a 37°C por 4h. Apdés o tempo de 4h foram
adicionados 100uL de solvente, para a dissolu¢ao dos cristais de MTT. A placa foi lida
a 570nm

De maneira semelhante ao ensaio de LDH a analise do experimento de MTT

(Figura 17) demonstrou que o uso de C135S no tratamento das células nédo fez com
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qgue a sobrevivéncia das células aumentasse de maneira significativa se comparado

as células estressadas sem tratamento.

Figura 17 Ensaio de viabilidade celular de MTT de células N2a
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Os experimentos foram realizados utilizando a concentragao de 2 x 10* células por pogo utilizando

meio de cultura DMEM/F12 enriquecido com soro fetal bovino (Fonte: prépria).
4. DISCUSSAO

Neste trabalho foi observado o mutante C135S da proteina CDNF, um fator
neurotréfico que possui 161 aminoacidos e é dividido em dois dominios, o dominio N-
terminal e o dominio C-terminal (Parkash et al., 2009). Juntamente com MANF o
CDNF forma uma nova familia de fatores neurotréficos por apresentarem uma
estrutura diferente dos demais fatores neurotréficos (Lindholm; Saarma, 2010). Esta
familia de proteinas também apresenta um mecanismo de acao diferente por serem
residente do RE e possuirem um papel importante na manutencéo da homeostase do
RE, ajudando na diminuicdo da agregacado de proteinas e diminuindo inflamagéao
(Lohelaid; Saarma; Airavaara, 2024). Recentemente foi observado pelo nosso grupo
que o dominio funcional de CDNF é o dominio C-terminal, assim como sua proteina
paraloga MANF, que apresenta em sua conformagdo um motivo CXXC (=CRAC=),
que também aparece na porgao C-terminal de MANF (Figura 3).

Foi observado por Matlik et al. (2015) que o motivo CXXC é essencial para o
funcionamento de MANF e recentemente foi observado por Eesmaa et al. (2022) que
a mutagdo do mesmo motivo na proteina CDNF diminuiu, ndo completamente, os

efeitos antiapoptdéticos de CDNF no estresse do RE, propondo que a importancia do
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motivo CXXC na atividade protetora de CDNF vem do seu possivel papel em
estabilizar a estrutura de CDNF em uma forma favoravel a sua agao antiapoptética.

Visto que o experimento com a mutagao da proteina foi realizado utilizando um
construto de CDNF em seu tamanho integro e que a porgéo funcional da proteina € a
fracdo C-terminal, foi produzido um novo construto da mutagédo apenas na porgao C-
terminal da proteina, seguindo a mudanca feita por Eesma et al. (2022) gerando a
proteina CDNF-C/C135S para a caracterizagao estrutural da proteina, a observacao
da estabilidade de sua estrutura e a avaliacdo de seu funcionamento na protecao de
neurdnios e cardiomiodcitos diante do estresse no RE. Para a caracterizagao estrutural
da proteina foram feitos experimentos de Dicroismo Circular, Fluorescéncia intrinseca
e extrinseca e Ressonancia Magnética. E para a avaliagdo do funcionamento do
mutante foram feitos experimenos de LDH e MTT.

Para a realizagao destes experimentos foi necessario o estabelecimento de um
novo protocolo para expressao e purificagcado do mutante C135S, que foi baseado no
protocolo utilizado para a expressao e purificacdo da proteina CDNF utilizado no
trabalho de Latgé, et al. (2015). Como o mutante C135S possui a presenga de uma
cisteina livre, foi adicionada aos tampdes utilizados para a purificagao o foi adicionado
o agente redutor DTT, para evitar a formagao de dimeros por interacbes entre as
cisteinas livres das proteinas, a fim de obtermos a proteina em seu estado puro e
MONOMETiCco.

Inicialmente foi feita a caracterizacdo estrutural da estrutura secundaria da
proteina por meio do experimento de Dicroismo Circular. Em experimentos de DC
existem curvas padrao que representam os tipos de estruturas secundarias presentes
na formagdo de proteinas, e proteinas com predominancia de alfa-hélices em sua
formacao apresentam um pico positivo em 196nm e dois picos negativos, um em
208nm e um em 222nm. Como podemos observar na Figura 9 nosso grafico
apresenta esta exata conformacgao, indicando que o mutante € uma proteina rica em
alfa hélices, assim como a proteina CDNF-C em sua conformagao nativa, como visto
na dissertagdo de mestrado de Antonio dos Santos Silva (Silva, A, et al. 2023), o que
indica que a ponte dissulfeto nao interfere na formagao da estrutura secundaria da
proteina.

Ao analisarmos a estrutura terciaria da proteina utilizando experimento de
fluorescéncia intrinseca (Figura 10) pela observagdo da molécula de triptofano

presente na proteina foi observado um centro de massa de 345,5nm, o que indica que
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o triptofano se encontra exposto ao solvente, de maneira semelhante a proteina
CDNF-C em seu estado natural, como foi observado na dissertagcdo de Mestrado de
Antonio dos Santos Silva (Silva, A, et al. 2023). E a analise da fluorescéncia extrinseca
da proteina, utilizando a sonda Bis-ANS, mostra que ha ligagdo da sonda a proteina,
indicando que a proteina possui uma estrutura flutuante como observada em proteinas
do tipo molten globule ou glébulo fundido, que apresentam estrutura heterogénea,
onde uma porgcédo da molécula € mais organizada e semelhante a nativa e outras
por¢des menos organizadas. No estado de glébulo fundido, a proteina apresenta
grande parte de sua estrutura secundaria ja definida, mas ainda ha falta de uma
estrutura terciaria rigida. (ARAI, M, et al. 2000; PTITSYN. 1995).

No experimento de RMN, que é a melhor forma de identificar as mudangas na
estrutura de proteinas por permitir a analise de cada residuo da proteina, observamos
no espectro bidimensional da Figura 12 que a proteina nao apresenta sinais claros,
nao nos dando muita informacgao acerca de sua estrutura.

Apos a obtencdo de dados acerca da estrutura da proteina, foram realizados
experimentos para analise da estabilidade estrutural da proteina diante da
desnaturacdo quimica por ureia, utilizando dicroismo circular, espectroscopia de
fluorescéncia, apenas por fluorescéncia extrinseca, e RMN.

No experimento de Bis-ANS foi possivel observar (Figura 9) que mesmo o
minimo nivel de concentragdo de ureia (0,25M) faz com que Bis-ANS perca sua
ligagdo com a proteina, indicando perda da estrutura secundaria da proteina. A
medida que se aumenta a concentracdo do desnaturante, Bis-ANS se desliga
completamente da proteina sugerindo completa perda da estrutura secundaria e
terciaria.

Na analise dos experimentos de desnaturagao por ureia utilizando o dicroismo
circular foi possivel observar que, de maneira semelhante a leitura de Bis-ANS, a
proteina perde sua estrutura secundaria na presencga da concentragdo minima de
0.25M de ureia, e conforme a concentragcao do desnaturante aumenta o espectro de
alfa-hélices é perdido completamente, indicando perda total da estrutura secundaria
da proteina.

Nos estudos de RMN foi possivel observar o processo de desnaturagdao do
C135S induzido pelo agente quimico, como é possivel ver na Figura 15, sem a
presenca de ureia o espectro de RMN apresenta diversos picos bem definidos,

demarcando a localizagado dos aminoacidos da conformacéo de sua estrutura, porém
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diante da adicdo de 2M de ureia a proteina perde o sinal de grande parte destes picos,
indicando que sua estrutura esta sendo perdida quase que completamente em baixas
concentracdes de ureia.

ApOs os experimentos de estabilidade estrutural, foram realizados ensaios de
viabilidade celular com células H9C2 e N2a, que séo grupos celulares protegidos do
estresse do RE por CDNF-C em seu estado natural, na intencdo de observar se
mesmo sem a presencga da ponte dissulfeto a proteina exerceria seu papel protetor.

Com as células H9C2 foi realizado o experimento de LDH para observar se a
proteina mutante C135S a protegeria diante do estresse do reticulo endoplasmatico
induzido por tapsigargina. Como € possivel observar na Figura 16 a presenca de
C135S anterior ao estresse da célula por tapsigargina ndo afeta a sobrevivéncia da
célula, ao contrario do que pode ser visto na Figura 18 A, onde vemos que a proteina
CDNF-C age diminuindo a atividade de LDH, ou seja, aumentando a sobrevivéncia
das células diante do estresse do RE.

No experimento de MTT realizado com as células N2a (Figura 17) foi
observado um comportamento semelhante ao do experimento realizado com
cardiomidcitos. Diante do estresse das células com 6-OHDA observamos que a
sobrevivéncia celular é diminuida e o uso de C135S como tratamento anterior ao
estresse, embora aumente a sobrevivéncia celular, ndo o faz de maneira a retornar
aos niveis normais. Ao contrario do CDNF-C (Figura 18 B), que faz com que as
células sobrevivam em maior quantidade quando comparado as células estressadas
sem tratamento prévio.

Figura 18 Experimentos de viabilidade celular de LDH e MTT com C135S E CDNF-C
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Os experimentos foram realizados utilizando a concentragéo de 2 x 10* células por pogo utilizando
meio de cultura DMEM high glucose enriquecido com soro fetal bovino e piruvato de sédio, para as
células H9C2 e meio DMEM/F12 enriquecido com soro fetal bovino para as células N2A (Fonte:

prépria).
5. CONCLUSAO

Com base nos experimentos realizados € possivel observar que a presenca da
ponte dissulfeto na proteina CDNF é essencial para a estabilidade de sua estrutura,
visto que o mutante C135S perde sua forma diante de perturbagbes minimas de
agentes desnaturantes como a ureia. Observamos também que sua estrutura terciaria
se apresenta mais sensivel a desnaturacdo com ureia que sua estrutura secundaria
perdendo sinal diante de concentragdes menores do agente desnaturante.

Podemos dizer também que a presenca da ponte dissulfeto na proteina CDNF
€ necessdria para que a mesma exerca sua funcdo citoprotetora e para o

funcionamento se seus mecanismos de neuro e cardioprotecao.
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