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RESUMO

Os amiloides s@o um tipo de agregado proteico que adota uma estrutura fibrilar altamente
ordenada e estavel, rica em folhas . O estudo da formagdo de fibrilas é uma area de investigagdo
fundamental devido a sua associagdo com varias doengas neurodegenerativas, bem como a
capacidade unica de varias proteinas formarem estas estruturas, mesmo sem partilharem
semelhangas de sequéncia. O papel exato dos amiloides nas doengas neurodegenerativas ndo esta
totalmente esclarecido, mas as evidéncias sugerem que podem perturbar processos celulares, induzir
inflamacdes e causar morte celular. Este projeto visa elucidar a cinética de agregacdo e
desagregacdo de um importante exemplar de amildéide funcional, o Hormodnio Liberador de
Corticotrofina humano (CRH), hormonio este, que desempenha um papel crucial na modulagdo da
atividade neuronal e na regulacdo de uma variedade de processos fisiologicos. O CRH ¢
fundamental na resposta do organismo ao estresse, com niveis elevados associados a depressio e
apresentam uma concentracdo significativamente maior no liquido cefalorraquidiano de individuos
que cometeram suicidio. Iremos investigar os mecanismos que permitem as células controlar este
processo sem gerar estruturas patogénicas, uma vez que esse hormonio € armazenado e liberado na
forma de amiloides nas células nervosas. A formacéo de amiloides funcionais tende a ser bem mais
rapida quando comparada com a formag¢do de amiloides patogénicos, fazendo assim com que sua
formag@o ocorra por um processo diferente de agregacdo. A compreensdo destes processos pode
fornecer novas perspectivas para o tratamento de doencas neurodegenerativas e alargar a nossa

compreensdo da fisiologia do estresse e da regulagdo do sistema nervoso.

Palavras-chave: Amiloides Funcionais. Granulos de Secrecdo. Hormonio liberador de

Corticotrofina



1 INTRODUCAO

Neuropeptideos sdo pequenas estruturas polipeptidicas, sintetizadas e liberadas pelos
neurdnios para modular a atividade neuronal e a comunicagdo entre as células nervosas (1, 2).
Sendo compostos por cadeias curtas de aminoacidos, eles apresentam diversas fungdes como de
neurotransmissores, neuromoduladores e hormodnios, desempenhando um papel importante na
regulacdo do humor, apetite, sono, dor, recompensa, memoria, aprendizado e estresse (1, 2). Os
neuropeptideos se ligam aos receptores especificos nas células-alvo, ativando ou inibindo vias de
sinalizacdo intracelular que levam a respostas fisiologicas. Eles representam a classe mais diversa e
ampla de moléculas sinalizadoras no sistema nervoso, sendo que existem mais de 100
neuropeptideos conhecidos. Produzidos em varias areas do sistema nervoso, sua diversidade
permite que esse grupo atue na regulacdo de uma ampla variedade de processos fisiologicos e
comportamentais de maneira precisa e sofisticada. Um exemplo é o Hormoénio Liberador de
Corticotrofina  (CRH), peptideo de 41 aminoacidos (SEEPPISLDL TFHLLREVLE
MARAEQLAQQ AHSNRKLMEI I - NH2 (1, 11)) da classe dos hormoénios liberadores
hipotalamicos, essencial para a resposta do organismo ao estresse. Niveis elevados de CRH estéo
associados a depressdo e sdo encontrados em concentragdes significativamente mais altas no liquido
cefalorraquidiano de individuos que cometeram suicidio (1).

Uma fungdo essencial para a regulagdo e secrecdo de hormonios ¢ desempenhada pelas vias
de secrecdo que utilizam os chamados granulos de secre¢do. Esses granulos, envolvidos por uma
membrana, armazenam hormdnios em altas concentragdes, permitindo uma liberagdo controlada e
eficiente conforme as necessidades do organismo (3). Esse armazenamento permite que as células
acumulem grandes quantidades de um determinado hormonio até serem ativadas por um sinal
externo, resultando em taxas de liberagdo muito superiores as taxas de sintese (3). Os granulos
geralmente contém uma Unica espécie de peptideo, armazenada em estado insoltivel chamado
amiloide (4).

Amiloides sdo estruturas compostas por multiplas copias de um peptideo ou proteina
(geralmente de centenas a milhares), ordenadas ao longo de um unico eixo e de maneira repetitiva,
formando fibras com aproximadamente 6 a 12 nm de didmetro e até varios micrometros de
comprimento. A subestrutura repetitiva dessas fibras consiste em camadas de folhas B, que se
estendem ao longo do eixo da fibra por meio de interagdes intermoleculares, como ilustrado na

Figura 1.
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Figura 1: Escala hierarquica de formagéo de agregados amiloides. A figura serve como representagdo das
etapas e processos que levam a formagéo de agregados amildides na forma de placas, destacando as
diferentes camadas estruturais e as interagdes intermoleculares que estabilizam as fibras amiloides. Fonte:
Retirado de (5)

Esses agregados desempenham um papel fundamental no desenvolvimento patolégico de
diversas doengas, como Alzheimer, Parkinson, diabetes tipo 2, certos tipos de cancer, entre outras
(6, 7). Durante muitos anos, os agregados amildides foram considerados apenas como um estado
aberrante de agregacdo proteica, que ocorre de maneira ndo nativa e evolui para uma condigéo
patoldgica. No entanto, esses agregados também possuem fun¢des nativas especificas, devido a sua
capacidade de converter proteinas soluveis em formas insoluveis, sua elevada estabilidade estrutural
frente a perturbag¢des quimicas e térmicas e sua resisténcia a proteolise (3). Para desempenhar essa
funcdo de forma controlada, as estruturas amiloides presentes nos granulos de secre¢do precisam ser
reversiveis, de modo que possam se dispersar em sua forma monomérica na corrente sanguinea.
Contudo, com exce¢do de alguns estudos envolvendo a B-endorfina (3, 8), os mecanismos
moleculares e fisico-quimicos responsaveis pelo processo de agregacdo e desagregacdo de
neuropeptideos ainda sdo pouco compreendidos, e a generalizagdo desses mecanismos permanece
incerta.

Nos estudos de agregacdo, busca-se compreender a cinética de formagdo dessas fibras
amiloides, uma vez que o processo ¢ altamente complexo e envolve varios estagios, incluindo
nucleagdo, crescimento e maturacdo das fibras (9). O processo comec¢a com a nucleagdo, que € a
formagdo de nucleos iniciais de agregacdo. Tais nucleos podem ser criados por diferentes
mecanismos, incluindo a formacdo de estruturas a partir de interagcdes intermoleculares ou

agregacdo de oligdmeros (10). Na sequéncia, ocorre o processo de crescimento, em que mondomeros



se adicionam ao nucleo inicialmente formado. Durante essa etapa, a proteina passa por mudangas
conformacionais que possibilitam a formagd@o de novas interacdes intermoleculares, resultando em
uma rede de ligacdes que estabilizam as fibras. Embora, de modo geral, a montagem siga essa
sequéncia de etapas, diversos fendmenos podem alterar a concentragdo total de agregados
amiléides, independentemente de sua natureza (2). Ao menos trés processos moleculares afetam
diretamente o nimero de agregados: (i) Nucleagdo primaria, que depende apenas da concentrag¢io
de mondmeros livres, possuindo uma ordem de reagdo de n, e ocorrendo com constante de
velocidade k,, a nucleagdo homogénea em solugdo é um exemplo desse tipo de processo. (ii)
Nucleacdo secundaria, que depende tanto da concentracdo de monomeros livres quanto da
concentragdo de massa de agregados, possuindo uma ordem de reagdo de n, em monomeros ¢ 1 em
massa de agregados procedendo com uma constante de velocidade k,, nucleagdo catalisada pela
superficie das fibras existentes ¢ um exemplo desse processo. (iii) Fragmentagdo, que depende
apenas da concentracdo de massa de agregados e ocorre com constante de velocidade k, possui uma
ordem de reagdo de 1 em massa de agregados (2).

Compreender os mecanismos moleculares pelos quais proteinas soluveis sdo convertidas
para a forma amiloide é fundamental para elucidar o processo de montagem dessas estruturas. O
estudo da cinética de agregacdo de amiloides é particularmente relevante para o desenvolvimento de
terapias contra doengas neurodegenerativas, uma vez que a interrup¢do desse processo pode
constituir uma estratégia terapéutica eficaz. Neste trabalho, o principal objetivo foi estabelecer um
protocolo robusto e eficiente para a expressdo e purificagdo do CRH humano, um alvo notoriamente
desafiador devido a sua instabilidade e suscetibilidade a agregacdo. Além disso, buscamos validar o
sistema de producdo e iniciar a caracterizacdo fisico-quimica da proteina, estabelecendo as bases
para investigacdes futuras sobre os mecanismos de agregacdo do CRH. A implementacdo
bem-sucedida deste protocolo abre caminho para novos estudos detalhados sobre a agregagdo
amildéide e contribui para o avango na compreensdo dos processos associados a doengas

neurodegenerativas.

2 MATERIAIS E METODOS
Solucbes de trabalho:

Para esse trabalho, foram usadas as seguintes solugdes-tampdo. O Work Buffer (WB)

contendo 20 mM Tris(hidroximetil)metano (Tris) e 200 mM Cloreto de sodio com o pH sendo



ajustado para 8. Tampdo A: 20 mM Tris e 200 mM Cloreto de sodio com o pH de 8.8. Tampao R:
50 mM Bis(2-hidroxietil)amino-tris(hidroximetil)metano (Bis-Tris) e 100 mM NaCl com o pH de
6.5. Todos os reagentes deste trabalho foram adquiridos da Sigma Aldrich-USA.

Expressao Heterdloga:

A sequéncia génica que codifica o CRH humano foi sub-clonada em vetor pET28a
modificado para obter a construcdo HisTag - Tiorredoxina 1 (TRX) - TEV site — CRH. Os
plasmideos, otimizados para expressdo em Escherichia coli (E. coli), foram adquiridos juntos a
GenScript SA. Os plasmideos foram transformados na linhagem de E. coli BL21 Star (DE3)
quimicamente competente, utilizando o protocolo de heat-shock. Esse método incorpora o DNA
exdgeno dentro da bactéria, sensibilizando a membrana por meio de uma variagdo abrupta de

temperatura, conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 - Modelo esquematico do processo de transformagao bacteriana por choque térmico. Fonte:

Elaborado pelo autor

Apb6s o crescimento das culturas na placa de Petri, as bactérias passam por uma
pré-inoculacdo. Esse processo é realizado adicionando uma coldnia isolada a um frasco contendo 5
mL de Luria-Bertani Broth (LB) e kanamicina a uma concentracdo final de 0,03 mg/mL. O frasco é
mantido sob agitacdo constante a 250 rpm e a 37 °C por 18 horas.

Em seguida, o conteudo desse frasco ¢ transferido para um erlenmeyer contendo 1 L de LB ¢
kanamicina a uma concentragdo de 0,03 mg/mL, sendo mantido sob agitagdo de 150 rpm a 37 °C,
até que a densidade 6ptica a 600 nm atinja um valor entre 0,6 e 0,8. Nesse ponto, a expressdo das
proteinas ¢ induzida com isopropil f-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) a 1 mM, por cerca de 18

horas, a 18°C, com agitacdo de 150 rpm. Em seguida, as células sdo sedimentadas por centrifugacéo



a 5.000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante € descartado, e o pellet celular é ressuspendido em 25

mL de tampéo R.

Purificacido da CRH:

As células sedimentadas sdo lisadas por sonicagdo com ponta, utilizando-se uma amplitude
de 30% durante 7 minutos, com ciclos de 15 segundos de sonicagdo seguidos por 30 segundos de
repouso. Antes, porém, sdo adicionados 0,1% (v/v) de Triton X-100, 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) e 1 mg/mL de lisozima para facilitar a lise celular. Apds a sonicagdo, a
fragdo soluvel € separada por centrifugacdo a 18.000g, durante 20 minutos, a 4 °C, e descartada,
pois o CRH se encontra nos corpos de inclusdo.

O pellet ¢ ressuspendido em tampdo R contendo 1 M de uréia, 1 mM de é&cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 5 mM de B-mercaptoetanol e 1% de Triton X-100 (Tampao
R+). A solug¢do é mantida em agitagdo sobre gelo por 15 minutos para promover a lavagem dos
corpos de inclusdo. Em seguida, a solucdo € submetida a sonicacgdo seguindo o mesmo protocolo da
lise celular e, apos isso, centrifugada para remocdo do sobrenadante. O pellet obtido ¢ entdo lavado
novamente com tampo R, mas sem a adi¢do de Triton X-100, e deixado em agitacdo sobre gelo por
mais 15 minutos. Apds esse periodo, é novamente sonicado e centrifugado. Por fim, o pellet é
ressuspendido em tampdo A com 2 M de uréia e 5 mM de B-mercaptoetanol e armazenado no
congelador a -20 °C para um congelamento lento, com o objetivo de solubilizar o CRH. Tal

procedimento € esquematizado na figura 3.
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Figura 3 - Esquema do protocolo de lavagem do corpo de inclusdo na forma de diagrama do fluxo. As

etapas utilizadas incluem lavagens com solugdes-tampao e posterior congelamento lento. Fonte: Elaborado

pelo autor.

Para isolar o CRH, utiliza-se cromatografia de afinidade em coluna de niquel. Essa técnica
aproveita a presenca de uma resina complexada com ions de niquel, que se ligam as sequéncias de
histidina (HisTag) na proteina alvo, permitindo sua retengo na coluna. Para eluir a proteina ligada,
utiliza-se imidazol, uma molécula aromatica com estrutura semelhante a histidina, que compete com
o CRH pelos sitios de ligagdo ao niquel na resina. Dessa forma, o CRH ¢é liberado e pode ser
coletado em sua forma purificada. A elui¢do é realizada com tampdo A contendo 300 mM de
imidazol.

O préximo passo consiste em realizar uma didlise na presenga da TEV protease, com o
objetivo de clivar o CRH do construto de fusdo (HisTag+TRX) e reduzir a concentragdo de
imidazol na solugfo, obtendo assim a proteina de interesse. Para isso, utiliza-se um béquer de 2
litros contendo tamp@o A com 5 mM de B-mercaptoetanol. Em seguida, € introduzida uma
membrana de didlise com corte de 3 kDa (Spectra/Pro Dialysis Membrane) e adiciona-se a TEV

protease na propor¢do de 1:5 mg de protease por mg de proteina alvo. A TEV protease atua



clivando especificamente o sitio de reconhecimento, separando o CRH do restante do construto. O
sistema ¢ mantido sob agitag¢do constante por 16 horas a 10 °C.

Apds a didlise, a solucdo contendo CRH ¢ novamente passada pela coluna de niquel, desta
vez com o objetivo de reter a TRX, que ainda contém a cauda de histidina, permitindo a separagéo
do CRH clivado. Em seguida, para remover quaisquer impurezas residuais, a amostra passa por
cromatografia por exclusdo molecular. Nesta etapa, utiliza-se uma coluna Superdex Peptide 10/300
GL (GE Healthcare), com pressdo maxima de 1,5 MPa e fluxo de 0,5 mL/min, acoplada a um
cromatografo AKTA pure (GE Healthcare). A Figura 4 ilustra todo o processo de purificacio do
CRH.
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Figura 4 - Esquema do protocolo de purificacdo do CRH na forma de diagrama do fluxo. As etapas
utilizadas para purificar o CRH incluem a lise celular, lavagem dos corpos de incluséo, solubilizacdo e duas

etapas de cromatografia. Fonte: Elaborado pelo autor.

Caracterizacio por dicroismo circular:

Para estudar e caracterizar estruturalmente o CRH, utilizou-se a técnica de dicroismo
circular (CD), uma espectroscopia amplamente empregada para analisar a conformagfo estrutural
de biomoléculas. Esta técnica baseia-se no fendmeno de absor¢do diferencial de luz circularmente

polarizada, permitindo identificar as estruturas secundarias presentes na molécula, como



alfa-hélices, folhas beta, voltas ou regides desordenadas, cada uma com um espectro caracteristico.
Essas variagdes espectrais decorrem das diferencas no momento do dipolo elétrico de cada tipo de
estrutura. Neste estudo, os espectros de CD foram registrados utilizando um espectropolarimetro

J-815 (JASCO, Corporation, Téquio, Japao).

3 RESULTADOS
Expressao heterdloga e purificacao

A proteina de fusdio CRH-TRX foi expressa em FE. coli e verificou-se que ela se acumula
predominantemente nos corpos de inclusdo, como evidenciado pela andlise de eletroforese em gel
de poliacrilamida a 15% (Figura 5). Para maximizar a pureza da proteina e remover residuos
celulares, os corpos de inclus@o foram isolados e lavados com uma solucdo de Triton X-100. Em
seguida, realizou-se o processo de refold por congelamento lento, o que permitiu que a proteina de

fusdo se tornasse soluvel

Figura 5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) como analise dos primeiros passos do protocolo de
purificagdo. A analise das fragdes obtidas nos estagios iniciais de purificagdo do CRH evidenciam a
localizagcdo do CRH-TRX nos corpos de inclusdo e o efeito das lavagens com detergente para remover

contaminantes celulares. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Ap6s a solubilizagdo, o CRH foi isolado através de cromatografia de afinidade em coluna de
niquel, onde se liga pela cauda His-Tag e ¢ eluido com uma alta concentracio de imidazol. A pureza
do CRH foi confirmada por uma segunda eletroforese em gel (Figura 6), que mostra a clivagem
bem-sucedida pela TEV protease e a obtencdo do CRH em condig¢des puras.

Nos passos seguintes, a fragdo eluida é submetida a didlise na presenca de TEV protease
para clivagem da proteina de fusdo. Em seguida, uma nova cromatografia de afinidade foi realizada,
e a fragdo ndo ligada foi submetida & uma cromatografia por exclusdo molecular. A Figura 5
apresenta um gel de eletroforese em poliacrilamida a 15%, utilizando Septina Coiled-Coil (~5 kDa)
e Ribonuclease A (~15 kDa) como padrdes moleculares auxiliares. O gel evidencia a clivagem

bem-sucedida pela TEV protease e a obtencdo de CRH em condi¢des puras.

Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) demonstrando a obtengdo do CRH apés
cromatografia de exclusdo molecular. O gel demonstra a pureza da proteina CRH apds clivagem do tag de
fusdo e purificagdo por exclusdo molecular; utilizou-se padrdes moleculares auxiliares (Spt ¢ RNase) para

confirmar a presenga do CRH em condi¢des puras. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Avaliacio da solubilidade do CRH em func¢io do pH durante a lise celular

Como mencionado anteriormente, o CRH tende a se acumular quase totalmente nos corpos
de inclusdo. Para otimizar os processos subsequentes de purificagéo, € interessante se trabalhar em
condi¢des que promovam a maxima localizag¢do da proteina nesses corpos de inclusdo. Observou-se
que a quantidade de proteina na fra¢do insolivel depende principalmente do pH do tampdo
utilizado. Assim, para identificar a condicdo em que o CRH se torna mais insoluvel, foram testados
diferentes pHs nos tampdes durante a ressuspensdo das células. Apds essa etapa, o protocolo de
purificacdo foi seguido conforme descrito, e uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% foi
realizada com amostras de cada uma das quatro condi¢des de pH testadas. A Figura 7 exibe as
fragdes soluveis e insoliveis da expressdo em diferentes pHs, evidenciando um aumento na
intensidade da banda de 16,6 kDa, marcada na figura. Esse aumento indica que, com a acidificag¢do
do pH, o CRH adota uma conformacio mais insoluvel, favorecendo sua localiza¢do nos corpos de

inclusdo.

Figura 7 - Efeito do pH na solubilidade do CRH durante a lise celular. A comparagéo das fragdes
soltveis e insoliveis do CRH em diferentes condi¢des de pH no processo de lise celular demonstra que a
acidificag¢do do pH favorece a formagéo de agregados e a localizagdo do CRH na fragéo insoluvel. Fonte:

Elaborado pelo autor.
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Deconvolugao de sinal

Para uma analise estrutural mais detalhada do CRH, é possivel realizar a deconvolucdo do
sinal dos espectros de dicroismo circular, permitindo identificar as fragdes relativas de cada tipo de
estrutura secundaria presente na proteina. A partir dos dados obtidos para o CRH em pH 7.4, essa
deconvolugdo foi realizada utilizando diferentes métodos. A Figura 8 apresenta o espectro
experimental de dicroismo circular do CRH, juntamente com a reconstru¢do do sinal, possibilitando

a determinacdo das fragdes de alfa-hélices, folhas B, voltas e regides desordenadas.

[CRH] =20 uM

CD (mdeg.cm2.dmol™)

——pH 74
—— Deconvolution

T T Y T y T T T T T T T g
190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelenght (nm)

Figura 8 - Dado experimental de dicroismo circular do CRH em tampao fosfato de sodio (pH 7,4) e
deconvolugdo espectral realizada pelo programa DichroWeb. O espectro de dicroismo circular do CRH em
pH 7.4, com deconvolugio espectral, permite a identificacdo das fragdes de estruturas secundarias presentes,

incluindo alfa-hélices, folhas [ e regides desordenadas. Fonte: elaborado pelo autor.

Os resultados deste estudo fornecem uma visdo inicial sobre a estrutura¢do secundaria do
CRH em solugéo, indicando uma composi¢do rica em regides desordenadas, juntamente com uma
fragdo significativa de folhas P e menores propor¢des de alfa-hélices e voltas. A analise de

dicroismo circular com deconvolugdo de sinal revelou aproximadamente 7% de alfa-hélices, 37%
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de folhas B, 14% de voltas e 42% de regides desordenadas. Embora esses dados oferecam uma
visdo geral da estrutura do CRH, a precisdo ¢ limitada, especialmente devido ao carater
desordenado da proteina. Esse aspecto dificulta uma reconstrucdo fiel do sinal, dada a limitagéo do
quao distante no far-UJ conseguimos alcancar com equipamentos convencionais de bancada. Esse
aspecto ressalta a importancia de métodos complementares, como a ressonancia magnética nuclear
(RMN), para uma caracterizagdo estrutural mais detalhada e robusta no futuro. Apesar dessas
limitag¢des, a predominancia de regides desordenadas e de folhas 3 € consistente com a tendéncia do
CRH de formar agregados amildides em condigdes especificas. A presenga de uma estrutura
desordenada pode ser um fator crucial para sua funcionalidade bioldgica, permitindo ao CRH
transitar entre estados soluveis e agregados em resposta ao microambiente celular, regulando sua

acdo em processos fisiologicos de forma controlada.

Caracterizacao por Dicroismo Circular

Para investigar o impacto do microambiente quimico na forma¢do de amiloides, analisamos
como diferentes pHs, observados ao longo das vias de secre¢do, afetam o processo de agregacgdo. A
varia¢do de pH, que diminui do reticulo endoplasmatico (pH ~7.4) até os granulos secretores (pH
~5,5) e subsequentemente aumenta nas vias sanguineas (pH ~7,4), pode levar o hormdnio de um
estado livre a um estado de agregacdo amiloide, seguido de desagregagdo no espago extracelular.
Para avaliar essas transi¢des estruturais, utilizou-se a técnica de dicroismo circular, com o objetivo
de observar as mudancas nas estruturas secunddrias da proteina em diferentes condi¢cdes de pH. A

Figura 9 apresenta os espectros obtidos em cada pH testado.
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Figura 9 - Espectros de dicroismo circular para o CRH em diferentes pHs [(A) 5.4; (B) 6.4 ¢ (C) 7.4] em
tampéo fosfato. A analise dos espectros de dicroismo circular para o CRH a diferentes pHs mostra as
variacdes nas estruturas secundarias em resposta ao microambiente quimico e sua propensdo temporal a

formacgéo de folhas B em condi¢des acidas. Fonte: Elaborado pelo autor.

Inicialmente, o CRH apresenta uma estrutura rica em regides desordenadas mas com
presenga de estruturas em [ e de alfa-hélices. Apds 48 horas de incubacio, sua estrutura secundaria
¢ modificada, com uma reducdo no conteudo desordenado e uma tendéncia ao aumento de contetido
em folhas B, comportamento esperado devido a formagdo progressiva de agregados amiloides.

A estrutura proteica é essencial para sua fungdo bioldgica, e a exposi¢do a temperaturas
elevadas pode desnaturar as proteinas, resultando na perda de funcdo. O processo de desnaturagdo
térmica envolve a quebra de intera¢des ndo covalentes que mantém a estrutura da proteina, e o
ponto em que isso ocorre é conhecido como temperatura de desnaturacdo ou ponto de transi¢do
térmica (T,,). Com isso em mente, a estabilidade térmica do CRH foi avaliada, conforme mostrado
na Figura 10, para garantir a integridade estrutural da amostra e assegurar que ndo houve

desnaturagdo térmica nas condi¢des de formagdo de estruturas amiloides.
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Figura 10 - Curva de desnaturagéo térmica do CRH em tampéo fosfato pH 7.,4. A analise da
estabilidade térmica do CRH evidencia a perda da estrutura secundaria com o aumento da temperatura.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a determinagdo do T, escolheu-se um comprimento de onda especifico e analisou-se a
variagdo de intensidade de sinal em fun¢@o do aumento da temperatura. Neste caso, utilizou-se o
comprimento de onda de 222 nm, cuja intensidade € indicativa de arranjos em alfa-hélice. A partir
da Figura 11, foi determinado o T,, em (41 + 1) °C, temperatura na qual cerca de 50% da populagdo
de proteinas encontra-se desenovelada, assumindo uma transi¢do de dois estados. Esse resultado
sugere que a conformacdo do CRH ¢ relativamente estavel em condig¢des especificas, embora

mudangas estruturais possam ocorrer com o aumento da temperatura.
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Figura - 11: Determinacéo da temperatura de melting (T,,) do CRH em pH 7,4. A curva de
desnaturacgdo térmica obtida por dicroismo circular, monitorando a dependéncia da intensidade em 222 nm
em fungdo da temperatura, permite a determinacéo do T,, para o CRH nessas condi¢des, na qual
aproximadamente 50% das moléculas perdem sua conformagao nativa devido ao aumento da temperatura.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho estabeleceu com sucesso um protocolo eficiente para a expressdo e purificagdo
do CRH, resultando na obten¢do da proteina com alto grau de pureza, condi¢do necessaria para
detalhados estudos estruturais. Além disso, as analises iniciais indicam que o CRH possui uma
estrutura predominantemente desordenada em estado soluvel, mas que, ao longo de 48 horas de
incubagdo, ocorre uma transi¢ao estrutural com diminui¢do do conteudo desordenado € aumento nas
folhas B, caracteristico de agregados amiloides. Esse comportamento corrobora a hipotese de que o
microambiente quimico, especialmente o pH e a temperatura, influencia significativamente o
processo de agregacdo. A estabilidade térmica da amostra foi avaliada por meio de dicroismo
circular, evidenciando que as mudancas estruturais observadas ndo se devem a desnaturacdo
térmica, mas sim a dindmica de agrega¢do amiloide. Essa estabilidade estrutural é fundamental, pois
confirma a viabilidade do CRH como modelo para estudos futuros, visando a elucidagdo detalhada
dos mecanismos de agrega¢do e desagregacdo que ocorrem naturalmente no organismo.

Contudo, para um entendimento completo dos mecanismos envolvidos na agregag¢do do
CRH, ainda sdo necessarias caracteriza¢des adicionais. Estudos sobre o processo de desagregacdo e
as condigdes que facilitam a liberagdo controlada do CRH em ambientes extracelulares, por
exemplo, permanecem como lacunas importantes. Essas questdes abrem oportunidades para novas
investigagdes, incluindo a caracterizacio detalhada de sua estrutura em diferentes microambientes e
a analise do tempo e das condi¢des de formagdo das fibras, empregando uma variedade de técnicas
analiticas. A implementacdo bem-sucedida deste protocolo estabelece uma base solida para futuros
estudos detalhados sobre a agregag¢do amildide e contribui para a compreensdo dos processos

moleculares por tras desse fundamental processo bioldgico.

19



REFERENCIAS

1 - G. Serafini, M. Pompili, D. Lindqvist, Y. Dwivedi, P. Girardi, The Role of Neuropeptides in
Suicidal Behavior: A Systematic Review. Biomed Research International 2013, (2013).

2 - Nespovitaya N, Gath J, Barylyuk K, Seuring C, Meier BH, Riek R. Dynamic Assembly and
Disassembly of Functional p-Endorphin Amyloid Fibrils. Journal of the American Chemical
Society. (2016).

3 - Otzen, D. & Riek, R. Functional Amyloids. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology 11
(2019).

4 - Maji SK, Perrin MH, Sawaya MR, et al. Functional amyloids as natural storage of peptide
hormones in pituitary secretory granules. Science. (2009).

5 - T. P. J. Knowles and R. Mezzenga, Amyloid Fibrils as Building Blocks for Natural and
Artificial Functional Materials. Advance Materials. (2016).

6 - N. Jain, N. D. Hammer, X. Wang, B. A. McGuffie, M. R. Chapman, Amyloid: Friend and Foe.
Handbook of Infection and Alzheimer's Disease 5, 297-311 (2017).

7 - T. P. J. Knowles, M. Vendruscolo, C. M. Dobson, The amyloid state and its association with
protein misfolding diseases. Nature Reviews Molecular Cell Biology 15, 384-396 (2014).

8 - C. Seuring et al., The three-dimensional structure of human beta-endorphin amyloid fibrils.
Nature Structural & Molecular Biology 27, 1178-U1202 (2020).

9 - D. Chatterjee et al., Co-aggregation and secondary nucleation in the life cycle of human
prolactin/galanin functional amyloids. Elife 11, (2022).

10 - C. Seuring et al., Amyloid Fibril Polymorphism: Almost Identical on the Atomic Level,
Mesoscopically Very Different. Journal of Physical Chemistry B 121, 1783-1792 (2017).

11 - C. R. R. Grace et al., Common and divergent structural features of a series of corticotropin
releasing factor-related peptides. Journal of the American Chemical Society 129, 16102-16114
(2007).

12 - Meisl, G. et al. Molecular mechanisms of protein aggregation from global fitting of kinetic
models. Nature Protocols 11, 252-272 (2016).

13 - Qi X, Sun Y, Xiong S. A single freeze-thawing cycle for highly efficient solubilization of
inclusion body proteins and its refolding into bioactive form. Microbial Cell Factories. (2015).

14 - V. Kormos, B. Gaszner, Role of neuropeptides in anxiety, stress, and depression: From
animals to humans. Neuropeptides 47, 401-419 (2013).

15 - Mitchell AJ. The role of corticotropin releasing factor in depressive illness: a critical
review. Neuroscience & Biobehavioral Reviews.(1998).

20



